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AI Grenlandska ledena ploskev zavzema večino površine največjega otoka na svetu 
Grenlandije. Kljub nizkim temperaturam se na njej nahajajo različne mikrobne 
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koncentracijah soli. Na osnovi opravljenih raziskav predvidevamo, da proučevani 
izolati rodov Articulospora in Psychrophila predstavljajo novi vrsti. V končnem 
delu naloge smo raziskali prisotnost interakcije izbranega izolata rodu 
Articulospora z negojljivima ledeniškima algama Ancylonema nordenskiöldii in 
Mesotaenium berggrenii, ki na Grenlandiji povzročata črnenje ledu zaradi 
obilnega cvetenja in proizvodnje črnega pigmenta. Prišli smo do ugotovitve, da je 
izbrana gliva v interakciji z negojljivima ledeniškima algama, ki spominja na lišaj. 
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AB Greenland ice sheet covers the majority of Greenland's surface. Despite low 
temperatures, various microbial communities are adapted to such environment and 
can therefore be found on the island. Studies conducted up to date mostly 
emphasize unculturable ice algae from the Zygnematophyceae class and bacteria. 
However fungi, have not been studied yet. The European project »Black and 
Bloom« is dealing with darkening of the Greenland ice sheet (black ice 
phenomenon) and its consequences. In the scope of the project five different 
habitats were sampled from which 260 fungal and 46 bacterial strains were 
isolated. Isolates were identified to the genus level, and in some cases to species 
level based on selected nucleotide sequences. More specifically we studied 
isolates of the genera Articulospora and Psychrophila (Helotiales, Ascomycota). 
They were identified based on nucleotide sequences of the ITS rDNA and specific 
housekeeping genes. Apart from that, we examined morphological characteristics 
of the selected isolates and determined their enzymatic activities and the capacity 
to grow at different temperatures and different salt concentrations. Based on the 
results, we predict that the examined isolates of the Articulospora and 
Psychrophila genera represent new species. In the last part of the thesis, we have 
examined the interaction between the chosen isolate of genus Articulospora with 
unculturable ice algae Ancylonema nordenskiöldii and Mesotaenium berggrenii. 
The latter two species cause ice darkening on Greenland due to heavy blooming 
and black pigment production. We come to a conclusion, the chosen fungi is in 
interaction with unculturable ice algae that reminiscence to lichen. 
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aw  vodna aktivnost 
BLAST osnovno iskalno ogrodje lokalne poravnave (angl. Basic Local Alignment 
Search Tool) 
bp  bazni par 
BenA  gen za beta tubulin 
CCM  Češka mikrobiološka zbirka mikroorganizmov (angl. Czech Collection 
Microorganisms) 
Ch  kloramfenikol 
CTAB  cetiltriamonijev bromid 
GrlS  grenlandska ledena ploskev 
DG-18  agar z dodanim dikloranom in glicerolom za gojenje gliv (angl. 
Dichloran-Glycerol Agar Base) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
dNTP  deoksiribonukleotidi 
DRBC  agar z dodanim dikloranom, barvilom Rose Bengal in antibiotikom 
kloramfenikolom (angl. Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar 
Base) 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
Ex  Mikrobiološka zbirka ekstremofilnih mikroorganizmov na Katedri za 
molekularno genetiko in biologijo Biotehniška fakulteta, Univerza v 
Ljubljani 
Glc   glukoza 
HMDS  heksametildisilazan 
ITS  regija notranjih distančnikov ribosomske DNA 
Kb  kilo-bazni par 
LSU  regija velike jedrne ribosomske podenote DNA 
ME  tekoče gojišče s sladnim ekstrakstom  
MEA  agarno gojišče s sladnim ekstraktom (angl. Malt extract agar) 
Milli-Q deionizirana voda 
MM  minimalno gojišče, hranilno revno za izolacijo oligotrofnih gliv (angl. 
Minimal medium Agar) 
MY 10-12  gojišče iz kvasnega ekstrakta z dodatkom soli in glukoze za gojenje gliv 
(angl. Malt extract, Yeast extract 10 % salt, 12 % glucose agar) 
OA  agar iz ovsenih kosmičev za gojenje gliv (angl. Oat Meal Agar) 
PBS  fosfatni pufer (angl. Phosphate Buffered Saline) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 
PDA  agar iz dehidriranega krompirja in dekstroze za gojenje gliv (angl. Potato 
Dextrose Agar) 
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1 UVOD 
 
Glive so globalno razširjeni aerobni evkariontski organizmi. Uvrščamo jih med 
kemoorganotrofe, saj se v večini primerov prehranjujejo z absorpcijo razgrajenega 
odmrlega organskega materiala. Glive poseljujejo različne habitate, med katerimi so tudi 
taki z ekstremnimi pogoji rasti (Madigan in sod., 2010). Najdemo jih tudi v okoljih z 
nizkimi temperaturami, kamor spada Grenlandija. Grenlandija je največji otok na svetu 
in se nahaja v severnem delu Atlantskega oceana. Kar 84 odstotkov njene površine 
zavzema grenlandska ledena ploskev, ki je takoj po Antarktični druga največja na Zemlji 
in je sestavljena iz približno 2,7 milijonov kubičnih kilometrov zamrznjene vode. Kot na 
Arktiki se tudi na Grenlandiji taljenje ledene ploskve pospešuje. Če bi se grenlandska 
ledena ploskev popolnoma stalila, bi se morska gladina globalno povečala za 7,2 metra, 
zato je bistvenega pomena razumevanje, kaj povzroča pospešeno taljenje in kako se bo 
stabilnost ledene ploskve v prihodnosti spremenila, pri čemer imajo pomembno vlogo 
mikroorganizmi (Abdalati in Steffen, 1995). Na grenlandski ledeni ploskvi se nahajajo 
različne mikrobne združbe (Cook in sod., 2015). Med drugim so prisotne tudi močno 
pigmentirane fotosintezirajoče mikroalge in cianobakterije. Med njimi je velik poudarek 
na negojljivih algah iz razreda Zygnematophyceae (Ryan in sod., 2018), saj povzročajo 
cvetenje in proizvodnjo rjavega pigmenta, ki temno obarva led in s tem zmanjša njegov 
albedo (Remias in sod., 2012; Williamson in sod., 2018). Znižanju albeda sledi povečano 
taljenje ledu, saj je absorpcija sončne svetlobe večja kot njen odboj (Yallop in sod., 2012; 
Ryan in sod., 2018). V mikrobnih študijah so se do sedaj osredotočali predvsem na 
cvetenje ledenih alg (Yallop in sod., 2012) ter na številčnost in raznolikost bakterij na 
ledu in v kriokonitnih luknjah (Cameron in sod., 2015; Cameron in sod., 2016). Glive do 
sedaj še niso bile raziskane. V okviru evropskega projekta »Black and Bloom«, ki se 
ukvarja s pojavom temnenja grenlandske ledene ploskve in njegovimi posledicami, bomo 
preučili izolate rodov Articulospora in Psychrophila, saj verjetno predstavljajo novi vrsti. 
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1.1 NAMEN 
 
Namen naloge je preučiti osamljene seve rodov Articulospora in Psychrophila iz vzorcev 
petih habitatov z grenlandske ledene ploskve na mikromorfološkem in 
makromorfološkem nivoju, jih nato karakterizirati glede rasti pri različnih temperaturah, 
koncentracijah soli, hranilnih sestavinah ter na molekularni ravni uvrstiti v taksonomski 
sistem na podlagi izbranih filogenetskih markerjev (ITS, LSU, TEF1, BenA). Preučiti 
želimo tudi vlogo gliv ter njihov odnos z ledeniškimi algami. 
 
1.2 HIPOTEZE 
 
Pred pričetkom dela smo predpostavili sledeče hipoteze: 
 
– Izolirani sevi gliv rodov Articulospora in Psychrophila najverjetneje predstavljajo novi 
vrsti. 
 
– Izolirani sevi gliv iz rodu Articulospora so v specifični interakciji z ledeniškimi algami. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 GRENLANDIJA 
 
Grenlandija z glavnim mestom Nuuk je največji otok na svetu in se nahaja v severnem 
delu Atlantskega oceana med Evropo in Severno Ameriko. Večino njene površine 
prekriva grenlandska ledena ploskev, brez ledu je le ozek obrežni pas. Poseljenost otoka 
je samo na jugu, kjer se nahajajo majhne naselbine ob obali (Slovenski veliki leksikon, 
2007: 675). 
 
Grenlandska ledena ploskev, ki prekriva večino otoka, je največja ledena masa na severni 
polobli Zemlje. Velika je 1,7 milijonov kvadratnih kilometrov in zavzema 84 odstotkov 
grenlandske površine, hkrati vsebuje okoli 2,7 milijonov kubičnih kilometrov ledu. Proti 
zalivom na vzhodni in zahodni obali otoka od ledene mase odtekajo številni ledeniki, od 
katerih se lomijo ledene gore (Abdalati in Steffen, 1995; Slovenski veliki leksikon, 2007: 
675). 
 
2.1.1 Globalno segrevanje in taljenje grenlandske ledene ploskve  
 
Podatki podnebnih znanstvenikov nakazujejo, da se Zemljino ozračje in oceani postopno 
ogrevajo. Izraz, ki opisuje postopno povečevanje povprečne temperature Zemljinega 
ozračja, je globalno segrevanje. Pri tem gre za spremembo, ki trajno spreminja podnebje 
Zemlje. Povprečna temperatura Zemlje se je v zadnjih 100 letih povečala za med 0,4 in 
0,8 °C. Glavni vzroki, ki privedejo do globalnega segrevanja, so povečane količine 
ogljikovega dioksida in drugih toplogrednih plinov, ki se sproščajo s sežiganjem fosilnih 
goriv, čiščenjem zemljišč v kmetijstvu in drugimi človeškimi dejavnostmi. Spremembe, 
ki se pojavijo kot posledica globalnega segrevanja, lahko vključujejo tudi dvig morske 
gladine zaradi taljenja ledu (Global Warming: News, Facts, Causes & Effects, 2018). 
Raziskave kažejo, da se je izguba ledu na Grenlandiji v zadnjih dveh desetletjih hitro 
pospešila. Kar 84 odstotkov površine Grenlandije prekriva grenlandska ledena ploskev 
(GrlS), ki vse bolj prispeva k svetovnemu dvigu morske gladine zaradi izgubljanja mase 
ledu, ki je večinoma posledica taljenja površinskega ledu. Ker povečevanje površinskega 
taljenja glede na naraščanje poletne temperature zraka ni linearno, bo v prihodnje stalno 
segrevanje ozračja privedlo do hitrega povečanja odtoka na GrlS in s tem doprineslo velik 
prispevek h gladini morja (Trusel in sod., 2018).  
 
Grenlandija je prelomno točko dosegla okoli leta 2002/2003, ko se je izguba ledu zaradi 
taljenja pospešila. Do leta 2012 je bila letna izguba ledu skoraj štirikrat večja kot leta 
2003. Največji del pospešenega taljenja ledu je prišel iz jugozahodnega dela otoka, za 
katerega do takrat ni bilo znano, da hitro izgublja led. Pred tem je bil znanstveni poudarek 
predvsem na jugovzhodnih in severozahodnih regijah (Leahy, 2019). Na jugozahodnem 
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in zahodnem delu ledene površine Grenlandije pa se poleg pospešenega taljenja 
pojavljajo tudi temni pasovi ledu (Yallop in sod., 2012; Ryan in sod., 2018). 
 
Iz satelitskih slik je razvidno, da je Grenlandija med letoma 2002 in 2016 izgubila 
približno 280 milijard ton ledu letno, kar je povzročilo dodatno dviganje morske gladine. 
Grenlandska ledena ploskev je na nekaterih mestih debela tudi do tri kilometre in vsebuje 
dovolj ledu, da dvigne morsko gladino za 7 metrov (Leahy, 2019). 
 
2.1.2 Albedo in grenlandska črna ledena ploskev 
 
Pospešeno taljenje ledu je v zadnjih letih privedlo do usmerjanja vedno več pozornosti v 
iskanje možnih vzrokov in posledic tega procesa. Eden najpomembnejših dejavnikov, s 
katerimi se nadzoruje stopnjo taljenja ledene ploskve, je albedo ali tako imenovana 
površinska odbojnost ledu (Yallop in sod., 2012). Albedo je številčno izražen odboj 
Sončeve svetlobe od temnega (nesvetlečega) telesa. Gre za razmerje med odbito in 
vpadno svetlobo. Pri popolnoma belem telesu je albedo enak 1, saj ta odbije vso vpadno 
svetlobo (albedo snega je 0,85). Pri popolnoma črnem telesu je albedo enak 0, saj vsrka 
vso vpadno svetlobo (Slovenski veliki leksikon, 2007: 33). 
 
Prevladujoč vir energije, ki privede do taljenja snega in ledu, je neposredno sončno 
kratkovalovno sevanje, katerega absorpcija in refleksija sta pretežno modulirani s 
površinskim albedom (Gardner in Sharp, 2010). Vidne spremembe, ki nastajajo na 
grenlandski površini, so temni pasovi ledu, ki precej znižajo albedo. Ti pasovi se pojavijo 
vsako poletje na zahodnem in jugozahodnem delu ledene površine (Yallop in sod., 2012; 
Ryan in sod., 2018). Z znižanjem albeda se oslabi njegov učinek, površina, kjer je albedo 
nizek, vpije vso svetlobo, kar pospeši taljenje ledu. Taljenje je največje na jugozahodu 
otoka, kljub temu da na tem delu ni velikih ledenikov. Je pa res, da je ravno na tem delu 
temnenje ledu največje (Zgonik in Gunde Cimerman, 2019).  
 
V raziskavah so ugotovili, da na grenlandski ledeni ploskvi prevladujejo različne 
mikrobne skupnosti, ki jih najdemo na snegu, ledu, v supraglacialni vodi in v kriokonitnih 
luknjah (Cook in sod., 2015). Na samem ledu so prisotne tudi močno pigmentirane, 
aktivne fotosintezirajoče mikroalge in cianobakterije. Trenutno so raziskave 
osredotočene na široko razširjenost zelenih alg iz razreda Zygnematophyceae na površini 
ledenih ploskev na jugozahodu Grenlandije (Ryan in sod., 2018). Te alge so na ledenih 
površinah Grenlandije prevladujoči primarni proizvajalci, sposobni preživeti v 
površinskih ledenih okoljih ter imajo sposobnost tvorjenja obsežnega cvetenja na 
površinskem ledu med poletno sezono ablacije (Yallop in sod., 2012). V takšnem 
cvetenju prevladujeta dve vrsti alg Ancylonema nordenskiöldii in Mesotaenium 
berggrenii, ki proizvajata rjavi pigment s taninsko strukturo,  opredeljen kot purpurogalin 
karboksilna kislina- 6-O-β-d –glukopiranozid. Glavni namen tega pigmenta je zaščita 
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klorofila pred UV-sevanjem. Ker se v primeru cvetenja alg pojavljata v visokih 
koncentracijah, tvorita veliko količino temnega pigmenta, ki daje supraglacialnemu ledu 
rjavkastosiv odtenek, kar imenujemo tudi temni ali umazani led (Remias in sod., 2012; 
Williamson in sod., 2018; Zgonik in Gunde Cimerman, 2019). Cvetenje ledenih alg zaradi 
temne barve pigmenta skupaj z nečistočami iz zraka, kot so mineralni prah, črni ogljik in 
bakterije, povzroči zmanjšanje odbojnosti površine grenlandske ledene ploskve 
(zmanjšanje albeda), saj lahko bolje absorbirajo sončno svetlobo in toploto ter s tem 
prispevajo k uničenju ledene ploskve s povečanjem taljenja površine. Povečano taljenje 
površine daje vedno več tekoče vode, ki mikroorganizmom omogoča še več rasti. Vse 
tako privede do pozitivne povratne zanke med rastjo mikroorganizmov in taljenjem 
grenlandske ledene ploskve (Yallop in sod., 2012; Ryan in sod., 2018). 
 
Do danes se je večina mikrobnih študij osredotočila na supraglacialne habitate 
grenlandske ledene ploskve, zlasti na cvetenje ledenih alg (Yallop in sod., 2012) ter na 
številčnost in raznolikost bakterijskih skupnosti na ledu in v kriokonitnih luknjah 
(Cameron in sod., 2015; Cameron in sod., 2016). Za nitaste cianobakterije so ugotovili, 
da omogočajo oblikovanje kriokonitnih zrnc in pripomorejo k temnenju površine 
ledenikov, kar vpliva na površinski albedo (Takeuchi in sod., 2001; Langford in sod., 
2010). 
 
Glive na grenlandski ledeni ploskvi ter njihove potencialne povezave s skupnostjo ledenih 
alg do danes še niso bile raziskane. Za glive je znano, da lahko rastejo v hladnih okoljih. 
Glivne skupnosti imajo bistven pomen za delovanje arktičnih ekosistemov zaradi svoje 
saprotrofne vloge (Dahlberg in sod., 2013) in biogeokemičnega delovanja na okolje 
(Dadd, 2007). Glive imajo vpliv tudi na pojavnost drugih mikroorganizmov preko 
različnih vrst interakcij, tako koristnih kot tudi škodljivih (Rämä in sod., 2017). 
 
2.1.2.1 Projekt »Black and Bloom« 
 
Evropski projekt »Black and Bloom« se osredotoča na temne delce in mikroorganizme, 
ki živijo v staljeni vodi na površju ledu in pospešujejo taljenje ledene ploskve z 
zmanjšanjem albeda ledu (odbojnost). Zaradi tega se absorbira več sončne toplote, ki 
poveča taljenje ledu. V štirih letih je bilo izvedenih več odprav na ledeno ploskev, da bi 
izmerili in manipulirali z ledeno površino. Dobljene podatke bodo uporabili za 
napovedovanje, kako se bo ledena ploskev v prihodnosti spreminjala in vplivala na 
podnebne spremembe (Black and Bloom, 2016). V okviru projekta »Back and Bloom« 
prof. dr. Nina Gunde Cimerman s sodelavci pokriva mikološki del raziskav (Zgonik in 
Gunde Cimerman, 2019). 
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2.2 EKSTREMNA OKOLJA 
 
Mikroorganizmi so prisotni povsod po svetu, kjer jim je omogočeno življenje. Obstajajo 
habitati, kjer so razmere za življenje za večino organizmov neobičajne, saj so prehladne, 
prevroče, preveč kisle, preveč slane. Takšne razmere predstavljajo velik izziv za življenje, 
zato v takih okoljih najdemo le prilagojene mikroorganizme, ki jim pravimo ekstremofili 
(Madigan in sod., 2010). Te razvrščamo glede na pogoje, pri katerih rastejo, na termofile 
in hipertermofile (organizmi, ki rastejo pri visokih ali zelo visokih temperaturah), 
psihrofile (organizmi, ki najbolje rastejo pri nizkih temperaturah), acidofile in alkalifile 
(organizmi, ki so optimalno prilagojeni na kisle ali bazične pH-vrednosti), barofile 
(organizmi, ki rastejo najbolje pod hidrostatskim tlakom) in halofile (organizmi, ki za rast 
potrebujejo NaCl). Organizmi so lahko tudi poliekstremofili, če so prilagojeni na življenje 
v habitatih z več ekstremnimi dejavniki (Rampelotto, 2013). 
 
Ekstremofile lahko razdelimo v dve široki kategoriji: ekstremofilni organizmi, ki 
zahtevajo eno ali več ekstremnih razmer za rast, in ekstremotolerantni organizmi, ki lahko 
prenašajo ekstremne razmere enega ali več fizikalno-kemijskih parametrov, čeprav 
optimalno rastejo pri normalnih pogojih (Rampelotto, 2013). 
 
Organizmi, ki preživijo in uspevajo pod pogoji, ki so škodljivi za večino drugih vrst, so 
v zadnjih nekaj letih postali središče vse večje znanstvene pozornosti, saj so obetavni 
modeli razumevanja funkcionalnega razvoja prilagoditev na stres. Presenetljivo je, da 
imajo ne le prokarionti temveč tudi evkarionti velike sposobnosti prilagajanja ekstremnim 
pogojem. Posebej uspešne primere najdemo tudi v kraljestvu gliv (Gostinčar in sod., 
2009).  
 
2.2.1 Hladna okolja 
 
Veliko Zemljine površine je hladne. Oceani, ki prekrivajo več kot polovico Zemlje, imajo 
v povprečju 5 °C, v globinah pa je le 1–3 °C. Ozemlja Arktike in Antarktike so neprestano 
zmrznjena oziroma so odmrznjena le nekaj tednov v poletnem času. Led v naravi so dolgo 
časa obravnavali kot okolje z le ujetimi mikroorganizmi, ki so bili naključno odloženi na 
njegovo površino. Danes je znano, da različne vrste ledu, kot so sneg, ledeniški led in 
morski led, zagotavljajo okolje, ki lahko podpira aktivno rast in razmnoževanje 
določenim mikroorganizmom (Gostinčar in sod., 2009).  
 
V hladnih okoljih se nahajajo mikroorganizmi, ki lahko rastejo pri nizkih temperaturah, 
kjer je prisotno še nekaj tekoče vode. Soli in nekateri drugi topljenci znižajo točko 
zmrzišča vode in omogočajo rast mikroorganizmov pri temperaturah, nižjih od ledišča 
čiste vode, ki je 0 °C. Ampak tudi v zmrznjenem materialu so pogosto majhni žepki s 
tekočo slanico, kjer mikroorganizmi lahko metabolizirajo ter počasi rastejo. Na primer 
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tudi znotraj ledenikov obstaja mreža s kanali tekoče vode, kjer prokarionti uspevajo in se 
razmnožujejo (Madigan in sod., 2010).  
 
2.2.2 Psihrofili in psihrotolerantni mikroorganizmi 
 
Mikroorganizme, ki živijo v okoljih z nizko temperaturo, običajno imenujemo psihrofili 
ali psihrotolerantni. Psihrofili so tisti, ki lahko rastejo pri oziroma pod 0 °C, njihova 
optimalna temperatura za rast je ≤ 15 °C, maksimalna temperatura rasti pa ≤ 20 °C. Za 
psihotolerantne je značilno, da lahko rastejo v bližini 0 °C, njihova optimalna temperatura 
rasti je > 15 °C, maksimalna temperatura rasti pa > 20 °C (Morita, 1975). 
 
2.2.2.1 Psihrofilne glive 
 
Na mraz prilagojene glive so ubikvitarne v hladnih habitatih, kot so globokomorje, 
Arktika, Antarktika in ledeniki. Te glive so razvile posebne prilagoditve, ki jim 
omogočajo rast pri nizkih temperaturah. Sem spada sposobnost sinteze encimov, ki 
optimalno delujejo pri nizkih temperaturah, spremembe fluidnosti membrane in 
spremembe drugih celičnih komponent (D'Amico in sod., 2006; Ruisi in sod., 2007). 
 
Število znanih na mraz prilagojenih vrst gliv, zlasti psihrofilnih gliv, je relativno nizko. 
V zadnjih letih jih vse bolj raziskujejo. Psihrofilne glive so filogenetsko raznolike, zato 
se pri njihovi identifikaciji uporabljajo polifazni pristopi, ki vključujejo filogenetske 
analize, morfološke študije ter študije prilagoditev na nizke temperature (Wang in sod., 
2015). 
 
2.2.3 Molekularne adaptacije psihrofilov 
  
Na življenje v okolju z nizkimi temperaturami se je potrebno prilagoditi. Mehanizmi, s 
katerimi se različni organizmi prilagodijo ekstremnim okoljem, so edinstveni 
(Rampelotto, 2013). 
 
Psihrofili sintetizirajo encime, ki optimalno delujejo pri nizkih temperaturah, pri 
mezofilnih pa hitro denaturirajo ali inaktivirajo. Njihovo delovanje je povezano s 
strukturo proteina. Veliko na mrazu aktivnih encimov ima večji delež α-heliksa in manj 
β-listov v sekundarni strukturi, kot je značilno pri encimih, ki niso aktivni na mrazu. 
Vzrok je, da so β-listi bolj rigidni kot α-heliksi. Večja količina α-heliksa dovoljuje 
proteinom večjo fleksibilnost za katalizo reakcij pri nizkih temperaturah (De Maayer in 
sod., 2014; Madigan in sod., 2010). 
 
Proteini, ki so aktivni na mrazu, se nagibajo tudi k večji polarnosti in manjši vsebnosti 
hidrofobnih aminokislin. Poleg tega imajo ti proteini tudi manjše število šibkih vezi, kot 
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so vodikove in ionske vezi, ter manj specifičnih interakcij med regijami (domenami) v 
primerjavi s proteini iz organizmov, ki bolje rastejo pri višjih temperaturah. Te 
molekularne lastnosti pomagajo encimom ostati fleksibilni in funkcionalni pri hladnih 
pogojih (De Maayer in sod., 2014; Madigan in sod., 2010). 
 
Psihrofili imajo prilagojen tudi transportni proces, tako da deluje pri nizkih temperaturah. 
Citoplazemska membrana psihrofilov je strukturno modificirana, da nizka temperatura ne 
inhibira membranske funkcionalnosti. Vsebuje več nenasičenih in kratkoverižnih 
maščobnih kislin, ki pomagajo, da membrana ostane v polprepustnem stanju tudi pri 
nizkih temperaturah. Poleg tega lipidi nekaterih psihrofilnih bakterij vsebujejo večkrat 
nenasičene maščobne kisline, kar je nekaj zelo neobičajnega pri prokariontih. Takšne 
maščobne kisline ohranjajo večjo fleksibilnost pri nizkih temperaturah kot nasičene ali 
mononenasičene maščobne kisline (De Maayer in sod., 2014; Madigan in sod., 2010). 
 
Druge molekularne prilagoditve na mraz so še sinteza »cold-shock« proteinov in 
krioprotektantov. »Cold-shock« proteini so serije proteinov, ki imajo več funkcij, med 
njimi tudi pomoč pri vzdrževanju celičnih proteinov v aktivni obliki pri mrzlih pogojih, 
združevanje specifičnih mRNA in olajšanje njihove translacije. Te mRNA kodirajo 
predvsem zapise za na mrazu delujoče proteine. Krioprotektanti so lahko proteinski, 
specifični kompatibilni topljenci, kot so glicerol ali nekateri sladkorji, ki so proizvedeni 
v velikih količinah pri nizkih temperaturah. Krioprotektanti pomagajo preprečiti 
nastajanje ledenih kristalov, ki bi lahko poškodovali citoplazemsko membrano (De 
Maayer in sod., 2014; Madigan in sod., 2010). 
 
2.3 INTERAKCIJE GLIV Z OSTALIMI ORGANIZMI 
 
Glive v naravi lahko živijo v različnih interakcijah z ostalimi organizmi. Te povezave so 
lahko simbiotske, nevtralne ali celo parazitske (Madigan in sod., 2010). 
 
Veliko rastlin je v naravi odvisnih od gliv, ki jim pomagajo pri pridobivanju mineralov iz 
vode in tal. Glivam v simbiotskem odnosu z rastlinskimi koreninami pravimo mikorize. 
V tem primeru glive tvorijo tesen kontakt s koreninami rastline.  Glavna funkcija 
mikorizne glive je lažja dostopnost mineralov in hranil rastlini, v zameno pa gliva od 
rastline dobi hranilne snovi, kot na primer sladkorje, ki jih potrebuje za rast. Mikorizne 
glive imajo lahko tudi druge pomembne vloge, ki vključujejo tudi zaščito rastline. Obstaja 
več tipov mikoriz (Madigan in sod., 2010). Ektomikoriza je značilna za drevesa in 
grmičevje. V tej obliki simbiozne glivne hife le obdajajo korenine in s tem povečajo 
površino stika s koreninskimi celicami, s čimer se izboljša prehrana rastlin. Pri 
endomikorizi pa glivne hife segajo v celice koreninskega sistema rastlin; v to skupino 
uvrščamo arbuskularno mikorizo in erikoidno mikorizo. Arbuskularne mikorizne glive so 
najstarejša skupina organizmov, ki živijo v simbiozi s kopenskimi rastlinami. 
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Kolonizirajo korenine večine kopenskih rastlin, ki jim olajšajo prevzem mineralnih hranil 
iz zemlje, v zameno pa od rastlin asimilirajo ogljik. Pri tej mikorizi med  kolonizacijo 
korenin glive razvijejo medcelične arbuskule, ki predstavljajo ključno strukturo 
funkcionalne simbioze. Simbiotske glive, ki tvorijo arbuskularne mikorize, sodijo med 
najpomembnejše talne organizme. Opisana povezava je značilna za orhideje in glive. 
Orhideje rastejo iz izjemno majhnih semen, ki so skoraj brez prehranske rezerve, zato je 
pomembna vzpostavitev odnosa z mikorizno glivo, ki omogoči kalitev semena in nadaljni 
zgodnji razvoj.  Glive erikoidne mikorize pa tvorijo izrazite oblike endomikorize z 
rastlinami iz redu Ericaceae. Pomembne so predvsem, ker imajo te rastline plitek 
koreninski sistem in zato težje dostopajo do hranil (Perotto in sod., 2013).  
 
Glive imajo sposobnost tvorbe interakcij tudi s cianobakterijami in zelenimi algami, te 
strukture imenujemo lišaji. Pri tej vrsti interakcije imata oba organizma korist (Madigan 
in sod., 2010). Lišaji so dolgoživi, samozadostni simbiotski sistemi, ki izhajajo iz 
povezave med glivami in fotosintetskimi mikroorganizmi. Za te simbioze je značilno, da 
se razvijejo tudi v okoljih, ki predstavljajo izzive za življenje, govorimo o ekstremofilnih 
okoljih na Zemlji. Lišaji predstavljajo eno najstarejših znanih in prepoznanih primerov 
simbioz, ki jo sestavljata mikobiont in fotobiont, ovit z glivnimi hifami (Hawksworth in 
Honegger, 1994; Muggia in Grube, 2018). Alga oziroma cianobakterija predstavlja 
fototrofnega partnerja in proizvaja organsko snov, ki glivi predstavlja hranilo. Gliva, 
nezmožna fotosinteze, proizvaja in sprošča v okolje kompleksne organske kisline, ki 
pospešujejo raztapljanje in keliranje anorganskih hranil iz površin, ki jih potrebujejo 
fototrofi, hkrati pa daje trdno oporo in zaščito fototrofnemu partnerju pred okoljskimi 
dejavniki ter sodeluje pri vnosu vode. Celice fototrofov so v takšnem primeru vgrajene 
med plastmi ali gručami celic glive, tako da je morfologija lišaja primarno določena s 
strani glive (Madigan in sod., 2010).  
 
Prisotnost lišajev so odkrili tudi na Arktiki, kjer so prisotne velike abiotske obremenitve, 
kot so nizka temperatura, visoka stopnja UV sevanja ter dolga obdobja teme in svetlobe. 
Lišaji so uspešni kolonizatorji Arktike in so pomembni primarni proizvajalci (Zhang in 
sod., 2015). Na Arktiki in Antarktiki prihaja do povečanja UV sevanja zaradi 
zmanjševanja ozonske plasti, kar je lahko pomemben dejavnik stresa. V teh regijah lišaji 
predstavljajo kvantitativno pomemben del fotosintetske aktivne biomase. Zaščita pred 
UV žarki pri lišajih je pripisana sekundarnim spojinam, ki jih producirajo glive z 
različnimi biosintetskimi potmi. Večina teh spojin močno absorbira UV. Široko razširjene 
in pogoste spojine so parietin (Xanthoria elegans), atranorin, usnična kislina, melanin 
(Cetraria islandica) (Nybakken in sod., 2004). 
 
Simbioza v obliki lišajev je prilagoditev, ki omogoča mikobiontu in fotobiontu preživetje 
v ekstremnih habitatih in okoljih, kjer sicer ne bi mogla preživeti vsak posamezno. 
Opazovanje strukture lišaja s pomočjo vrstičnega elektronskega mikroskopa je razkrilo 
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tesne stike med celicami hif in alg ter nastanek sluzi okoli kontaktnega območja (Du in 
sod., 2019). 
 
Niso pa vse interakcije pozitivne za oba organizma. Glive lahko povzročajo bolezni tako 
pri rastlinah kot živalih. V tem primeru gre za škodljive parazitske povezave, kjer gliva 
škoduje drugemu organizmu (Madigan in sod., 2010). Patogene glive so večinoma 
znotrajcelični patogeni, kar pomeni da v nekem trenutku med interakcijo med gostiteljem 
in invazivno glivo ta prodre in živi znotraj gostiteljevih celic. Glive sodijo med 
prevladujoče povzročitelje bolezni rastlin, pri čemer za kolonizacijo in povzročitev 
bolezni uporabljajo različne strategije. Nekatere glive ubijejo svojega gostitelja in se 
prehranjujejo z mrtvim materialom (nekrotrofi), druge pa kolonizirajo živo tkivo 
(biotrofi). Medtem ko oba tipa v osnovi motita primarno obrambo rastlin z različnimi 
strategijami in virulenčnimi dejavniki, nekrotrofi izločajo toksine, ki ubijejo rastlinsko 
tkivo. Biotrofi pa v nasprotju s tem uporabljajo molekularne efektorje, ki zatrejo smrt 
rastlinskih celic in manipulirajo z rastlinsko presnovo v korist patogena (Doehlemann in 
sod., 2017). Patogene glive povzročajo bolezni tudi pri ljudeh in drugih organizmih. 
Glivne patogene lahko razdelimo na patogene predstavnike in oportunistične 
povzročitelje bolezni. Pri oportunističnih povzročiteljih do bolezni pride pri imunsko 
oslabljenih osebah. Oportuniste delimo na komenzale, kot je Candida albicans, in 
okoljske oportuniste, kamor uvrščamo Cryptococcus neoformans (Nosanchuk, 2015). 
 
Ledena površina Grenlandije se zlasti na jugozahodnih delih poleti temno obarva, kar 
povzroča cvetenje zelenih alg Ancylonema nordenskiöldii in Mesotaenium berggrenii 
(Yallop in sod., 2012). Raziskave gliv v temnem grenlandskem ledu, ki so potekale v 
okviru projekta »Black and Bloom« so pokazale, da so prisotne tudi glive rodu 
Articulospora in Psychrophila, ki bi lahko bile v interakciji s prisotnimi algami (Perini in 
sod., 2019). 
 
2.4 METODE IDENTIFIKACIJE GLIV 
 
Za identifikacijo gliv uporabljamo več različnih metod, od morfologije, 
kemotaksonomije, fiziologije, v zadnjem desetletju pa postajajo primarne molekularno 
genetske metode, in sicer pomnoževanje z verižno reakcijo s polimerazo in primerjava 
specifičnih odsekov DNA. Posamezni pristopi so ponavadi specifični za posamezno 
taksonomsko skupino (Zalar, 2015). 
 
2.4.1 Morfologija  
 
Proučevanje morfoloških značilnosti predstavlja osnovo pri proučevanju gliv. 
Morfologijo gliv opisujemo iz zraslih kolonij na specifičnih gojiščih v odvisnosti od 
gojitvenih zahtev. 
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Pomembni parametri za določanje morfologije so: 
 – morfološki makroskopski znaki (struktura in barva micelija, struktura, reverz, 
velikost, rob kolonij), 
 – morfološki mikroskopski znaki (oblika, barva, dimenzija spor in drugih 
struktur), 
 – način razvoja spor in konidijev (Zalar, 2015). 
2.4.2 Kemotaksonomija  
 
S kemotaksonomskimi metodami proučujemo razlike v kemijski sestavi različnih 
organizmov. Gre za dopolnitveno metodo v primeru, da morfološke in fiziološke metode 
za ločevanje niso dovolj. Glive razlikujemo na osnovi celokupnih proteinov, izoencimov, 
sekundarnih metabolitov, lipidov, ubikinonov in ogljikovih hidratov (Zalar, 2015). 
 
2.4.3 Fiziologija  
 
Ključne fiziološke lastnosti, ki jih proučujemo pri glivah so rast pri različnih 
temperaturah, vodnih aktivnostih substrata na račun različnih koncentracij soli in 
sladkorjev, pH-vrednosti substrata. Med določevanje biokemijskih značilnosti med 
drugim sodi tudi sposobnost asimilacije različnih virov ogljika in dušika. Te metode 
uporabljamo zlasti pri identifikaciji kvasovk. K določanju asimilacijskih in 
fermentacijskih sposobnosti lahko pristopamo na klasičen način ali s komercialnimi 
avtomatskimi in polavtomatskimi sistemi. Določamo lahko tudi potrebe po vitaminih, 
rezistenco na antimikotike in drugo (Zalar, 2015). 
 
2.4.4 Molekularno-genetske metode 
 
Identifikacija le na ravni fenotipa je lahko zavajajoča, saj nanjo vplivajo različni zunanji 
dejavniki, kot na primer pogoji gojenja. Ravno zato je fenotipske metode potrebno 
dopolniti z molekularno-genetskimi metodami. Pri teh metodah se poslužujemo analiz 
nukleinskih kislin DNA in RNA po dveh pristopih: analiza celotnega genoma in analiza 
specifičnih genov ali genskih sklopov (Zalar, 2015). 
 
Pri analizah celotnega genoma so najpogosteje uporabljene metode: analiza vsebnosti 
gvanina in citozina, DNA-DNA hibridizacija, polimorfizem fragmentov, rezanih z 
endonukleazami (RFLP), naključno pomnoževanje polimorfne DNA s polimerazno 
verižno reakcijo in uporabo oligonukleotidnih začetnikov z naključnim zaporedjem 
(RAPD PCR) in polimorfizem dolžin pomnoženih fragmentov (AFLP) (Zalar in Gunde 
Cimerman, 2002). 
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Pri analizi specifičnih genov ali genskih sklopov se uporabljajo naslednje tehnike: analiza 
zaporedij 18S rDNA, analiza zaporedij ITS in podenot D1/D2 28S rDNA (Zalar in Gunde 
Cimerman, 2002).  
 
Pri glivah se za diagnostiko in filogenetiko uporablja jedrski rRNA-cistron. Evkariontski 
rRNA-cistron sestavlja 18S, 5.8S in 28S rRNA, ki jih prepisuje RNA-polimeraza I. V 
nadaljevanju posttranskripcijski procesi cistron cepijo in odstranijo dva notranja 
prepisana distančnika. Ta dva distančnika vključujeta 5.8S gen in se običajno imenujeta 
ITS-regija. Jedrska 18S ribosomalna majhna podenota rRNA (SSU) se običajno uporablja 
pri filogenetiki. Jedrska 28S ribosomalna velika podenota rRNA (LSU) pa se uporablja 
za določanje vrste, včasih tudi v kombinaciji z regijo ITS. Pri kvasovkah je za določevanje 
vrste sprejeta podenota D1/D2 LSU. ITS-regija pa se pogosteje uporablja pri določevanju 
vrste filamentoznih gliv (Schoch in sod., 2012). 
 
Za filogenetske analize in identifikacijo vrste se v mikologiji pogosto uporabljajo geni, 
ki, kodirajo beljakovine. Pogosto so v uporabi geni, ki kodirajo translacijski elongacijski 
faktor 1-alfa (TEF1) in β-tubulin (BenA). Med geni, ki kodirajo beljakovine, ima verjetno 
velika podenota RNA polimeraze II (RPB1) potencial kot glivna črtna koda, saj je 
vseprisotna in le v eni kopiji pri posamezni glivi ter ima počasno hitrost spreminjanja 
zaporedja. Vendar pa njena uporaba kot črtne kode še ni prevejena (Schoch in sod., 2012). 
Uporaba različnih lokusov v taksonomiji in filogeniji, kot so omenjeni ITS rDNA, TEF1, 
BenA, interni distančnik 1 in RNA polimeraza II, pripomore k natančnejšemu 
razumevanju lastnosti posamezne vrste. To se je pokazalo za koristno tudi v primeru 
Aureobasidium pullulans in njegovih štirih variant, pri čemer ima vsaka od variant 
značilne lastnosti. S sekvenciranjem genoma enega seva vsake variante: A. pullulans var. 
pullulans, A. pullulans var. melanogenum, A. pullulans var. subglaciale in A. pullulans 
var. namibiae so  razkrili genetsko podlago njihovih številnih zanimivih in uporabnih 
lastnosti (Gostinčar in sod., 2014). 
 
2.5 ROD Articulospora 
 
Glive rodu Articulospora uvrščamo v kraljestvo Fungi, skupino Dikarya, deblo 
Ascomycota, poddeblo Pezizomycotina, razred Leotiomycetes, podrazred 
Leotiomycetidae, red Helotiales, družino Helotiaceae, rod Articulospora. 
 
Ime Articulospora izhaja iz latinske besede »articulus«, ki pomeni sklep oziroma spoj. 
To se nanaša na način nastanka spor, kjer se vsak kasneje oblikovan stranski privesek 
spore združi s prvim (Ingold, 1942). 
Glive rodu Articulospora uvrščamo med vodne hifomicete. Gre za filogenetsko 
heterogeno skupino gliv s posebno oblikovanimi sporami, prilagojenimi vodnemu okolju, 
saj so njihov tipičen habitat podvodni listi in les. Vlogo imajo pri razgradnji potopljenih 
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rastlinskih materialov (Sugahara, 2008). Articulospora tetracladia je dominantna 
sporulirajoča vrsta na razpadajočih rastlinskih odpadkih v potokih severne Portugalske, o 
njej so poročali tudi iz drugih evropskih potokov in tudi oddaljenih območij v Aziji, 
Severni in Južni Ameriki ter Oceaniji (Seena in sod., 2012).  
 
Pri delu z rodom Articulospora je pomembno imeti v mislih, da gre za polifiletski rod 
(Baral in sod., 2013; Baschien in sod., 2013). Za zagotovitev, da neko zaporedje ustreza 
določeni vrsti, je zato potrebno preučiti morfologijo in nukleotidno zaporedje več kultur 
(Seena in sod., 2012). Za vodne hifomicete je značilen razvejan, septiran micelij, ki pod 
vodo tvori konidiofore ter konidije (aleurispore). Konidiji so v obliki štirih stranskih 
priveskov, ki se razvijejo zaporedoma (Ingold, 1942). Tradicionalno so vrste vodnih 
hifomicet opredeljene z obliko in razvojem konidijev. Odsotnost specifičnih konidijev je 
lahko posledica odsotnosti reprodukcijskih struktur (Nikolhava in sod., 2003). 
Proučevanje razvoja in oblike konidijev je nujen za razlikovanje med vrstami. To je lahko 
dolgotrajno in zahteva precejšnje taksonomsko strokovno znanje (Marvanova in 
Bärlocher, 2001). Molekularni pristopi pa lahko zagotovijo popolnejšo sliko (Seena in 
sod., 2012).  
 
Taksonomija vodnega hifomicetnega rodu Articulospora temelji na morfologiji 
generativne faze. Tipska vrsta je Articulospora tetracaldia, ki je globalno razširjena. 
Najpogostejše populacije v naravi imajo konidije dveh morfologij, ki se razlikujeta po 
razvejanosti. Nekateri sevi pa proizvajajo konidije izključno enega tipa. Za molekularne 
analize se uporabljajo genska zaporedja, največkrat regija ITS, sledi ji podenota D1/D2. 
ITS-regijo lahko uporabimo za samostojne filogenetske analize ali v kombinaciji z 
drugimi zaporedji. Priporočilo s prvega srečanja All Fungi Barcode Initiative (FBI) je, da 
se uporabi celotno ITS-zaporedje za identifikacijo vrste, druga zaporedja pa doprinesejo 
k natančnejši identifikaciji in filogenetski uvrstitvi (Seena in sod., 2012). 
 
2.5.1 Articulospora tetracladia 
 
Glive rodu Articulospora so potopljene vodne glive z razvejanim, septiranim micelijem. 
V protologu Ingold prvi opiše vrsto A. tetracladia, izolirano iz razpadajočih potopljenih 
listov jelše. V čisti kulturi na gojišči MEA gliva tvori bele kompaktne kolonije, s precej 
belega puhastega površinskega micelija. Za to vrsto je značilno, da spada v skupino 
vodnih hifomicet in na gojišču MEA ter OA ne tvori spor in drugih razmnoževalnih 
struktur. Konidiofori in konidiji nastanejo v velikih količinah v 24–36 urah, ko majhno 
rezino kolonije potopimo v vodo. Konidiofori so lahko bodisi preprosti ali malo razvejani. 
V razvoju preprostega nerazvejanega konidiofora se končna celica oddeli s prečno steno, 
ki predstavlja začetno sporo in je tudi prvi oblikovan stranski privesek. Od konca te celice 
nastane drugi stranski privesek spore, ki je od prvega ločen z ozko mejo. Ta drugi stranski 
privesek je v liniji s prvim, nato se blizu točke stičišča med prvim in drugim priveskom 
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rahlo na eno stran izoblikuje tretji stranski privesek iz vrha prvega in potisne drugega na 
eno stran. Tako se razvijajoče se spore sedaj oblikujejo v obliko črke Y. Med rastjo 
drugega in tretjega stranskega priveska četrti stranski privesek izhaja prav tako iz bližine 
vrha prvega. Drugi, tretji in četrti stranski priveski spore so od prvega ločeni s tanko mejo. 
Zrela spora (aleurispora) ima tako štiri divergentne veje, nastale zaporedoma; prvi 
oblikovan stranski privesek 20–35 µm dolg in 3 µm širok, 1–2 septiran, ostali trije pa so 
36–75 µm dolgi in 3 µm široki ter 1–3 septirani vsak z ozko zožitvijo ali premostitvijo, 
kjer se pridruži kratki stranski privesek. Pred koncem razvoja prve spore je že narejen 
začetek za novo sporo na koncu konidiofora zraven prve spore. Druga spora se kmalu 
omeji od prve s prečno steno na bazi, njen nadaljnji razvoj pa je enak kot pri prvi spori. 
Medtem pa prva spora zori. Ko druga spora doseže zrelost, iz tretjega konidiofora izstopi 
začetek tretje spore, tako da lahko iz enega preprostega konidiofora nastane več spor. V 
določenem trenutku so lahko tri spore na koncu konidiofora, toda vse so na različni stopnji 
razvoja (Ingold, 1942). 
 
Slika 1: Skice nastajanja konidijev na konidioforih po 22 urah iz z vodo zalite kolonije vrste Articulospora 
tetracladia (Ingold, 1942). 
Nastale spore so aleuriospore, ki so že zgodaj ločene od konidiofora s prečno steno. V 
primeru razvejanega konidiofora se vsaka veja obnaša kot preprost konidiofor. Spore 
kalijo v vodi ali v 2-odstotni raztopini sladu. V formaciji se štirje stranski priveski 
pojavijo zaporedoma. Konidiofori, preprosti ali razvejani, proizvajajo spore iz svojega 
vrha ali vrhov zaporedoma, ne bazipetalno, temveč drugega ob drugem (Ingold, 1942). 
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Slika 2: Spore vrste Articulospora tetracladia (Ingold, 1942). 
Kasneje so opazili, da A. tetrcladia kaže ekstremno fenotipsko variabilnost v smislu 
morfologije. Čiste kulture so večinoma bele in lahko imajo različne odtenke rožnate, do 
rdečkaste barve, lahko pa so tudi sive. Hrbtna stran kolonije je lahko bledo do temno 
rjava, redko rdečkasta ali celo črna pri sivih izolatih. V protologu Ingold so opisali in 
ilustrirali le tetraradialne konidije z eno osjo (steblom) in tremi primarnimi apikalnimi 
stranskimi priveski, vendar je v naravi prisotnih veliko populacij z dvema vrstama 
morfološko različnih konidijev: tipična tetraradiatna oblika (tetracladia oblika) z enim 
nivojem razvejanosti in oblika, opisana kot Articulospora angulata (angulatna oblika), z 
dvema stopnjema razvejanosti, ki sta sestavljeni iz peclja z dvema apikalnima vejama, od 
katerih ena nosi dve sekundarni veji. Konidiji s samo dvema primarnima vejama so redki 
(Seena in sod., 2018). 
 
Študije populacije dimorfnih konidijev so potrdile tvorbo tako anglulatnih kot tetradiatnih 
konidijev pri izolatih, pridobljenih izključno iz tetradiatnih konidij, pri čemer obe obliki 
prevladujeta na različnih globinah voda. Tetradiatni konidiji izvirajo iz potopljenih 
konidioforov, angulatna oblika pa je v resnici sekundarni konidij, proizveden iz 
tetraradiatnega konidija, plavajočega na vodi. Zaradi tega se A. tetracladia prizna kot ena 
sama vrsta, obstajajo pa možnosti vrst, ki proizvajajo samo en konidialni morfotip (Seena 
in sod., 2018). 
 
2.5.2 Articulospora atra 
 
Vrsta Articulospora atra je nekoliko podobna tipski vrsti A. tetracladia, saj ima 
tetradiatne konidije (običajno v treh vejah na peclju), ki so približno pol tako veliki kot 
povprečni konidiji vrste A. tetracladia. Čeprav se konidiji razlikujejo po številu vej, ni 
opaziti nobenega dimorfizma kot pri A. tetracladia. Kolonije na gojišču so črne barve in 
razvijejo fialide z mikrokonidiji, kar je edinstveno in ni poznano pri nobeni drugi vrsti 
rodu Articulospora (Seena in sod., 2012). 
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Čiste kulture na 2-odstotnem MA-gojišču pri 25 °C so črne, z dobro definiranim belim 
robom. Rast je počasna in omejena, zračni micelij je obilen, temen in puhast. Konidiji, ki 
nastanejo v vodi, so brezbarvni. Sporulacija je obilna na delih kolonije v aerirani ali 
stoječi sterilni destilirani vodi pri 15–18 °C po 3 dneh. Konidiofori izhajajo iz hif in so 
veliki 75 x 4 µm. Glivna steljka raste v vodi in je nežna s široko bazo, sestavljeno iz nekaj 
celic, iz katere izraščajo veje. Konidiogene celice so mono- ali poliblastične, apikalne ali 
lateralne, na koncu razširjene in sploščene velikosti 10–15 x 2–3 µm. Konidiji so 
posamični ali v pokončnih verižicah, lahko so apikalni ali subapikalni v tesnem 
zaporedju. Razvejano steljko sestavljajo 3–4 veje, zrasle zaporedoma, z zaokroženim 
vrhom in zoženo bazo, enocelične velike 8–17 x 2–3 µm (Descale in Webster, 1982). 
 
Čeprav črna pigmentacija kolonij, zraslih na 2-odstotnem MA-gojišču, ni značilna za rod 
Articulospora, to vrsto zaradi tipičnega zaporednega razvoja treh apikalnih konidialnih 
vej povezujejo z vrsto Articulospora tetracladia Ingold. A. atra se zlahka razlikuje od 
ostalih glede na morfologijo in velikost konidijev (Descale in Webster, 1982). 
 
2.6 ROD Psychrophila 
 
Glive rodu Psychrophila so uvrščene v kraljestvo Fungi, skupino Dikarya, deblo 
Ascomycota, poddeblo Pezizomycotina, razred Leotiomycetes, podrazred 
Leotiomycetidae, red Helotiales, družino Helotiaceae, rod Psychrophila. 
 
Rodovno ime »Psychrophila« se etimološko nanaša na hladnoljuba, torej na glive, ki so 
dobro prilagojene habitatom z nizko temperaturo. Tipska vrsta rodu je Psychrophila 
antarctica (Wang in sod., 2015). 
 
Kolonije gliv rodu Psychrophila na PDA-gojišču rastejo počasi, so kremno bele barve, 
rumenkaste ali temno olivne do temno rjave z redkim zračnim micelijem. Vegetativne 
hife so gladke z debelo steno, prečno prepletene, večinoma združene v snope, lahko pa 
so tudi nabrekle do moniliformne. Celice zračnih hif se pogosto združijo v gost skupek, 
hife so globoko potopljene v agar. Konidiogene celice, fialide, so enteroblastične, v obliki 
bučke z dolgim vratom, podobnem vratu steklenice. Konidiofori, iz katerih izhajajo 
konidiogene celice, so kratki ali močno diferencirani. Konidiji so gladki, okrogle oblike 
in nastajajo na enem konidiogenem lokusu (Wang in sod., 2015). 
 
2.6.1 Psychrophila antarctica 
 
Vrstni epitet »antarctica« se etimološko nanaša na lokacijo tipske vrste te glive.  
 
Kolonije na PDA-gojišču pri 10 °C po 4 tednih inkubacije v premer dosežejo 25 mm. 
Optimalna rast glive je pri 20 °C, torej to vrsto uvrščamo med psihrotolerantne. Kolonije 
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so kremno bele barve, zračni micelij je manj bogat ali redko prisoten na površini kolonije. 
Konidiofori so včasih kratki ali močno diferencirani. Konidiogeneza je fialidna, fialide 
so kratke, v obliki bučke velikosti 5,1–8,0 x 2,5–4,5 µm, na eni strani koničaste, ki se 
razširijo v širok lijak, zožitev je kot vrat steklenice. Vegetativne hife so včasih grupirane 
v snope ali nabrekle do nepravilne oblike 2–4 µm. Konidiji so enocelični, gladki, 
večinoma kroglasti s premerom 2,1–3,5 µm. 
 
Psychrophila antarctica je psihrotolerantna gliva z optimumom rasti pri 20 °C. Ta vrsta 
je znana tako z Antarktike kot s planote Qinghai v Tibetu (Wang in sod., 2015). 
 
 
Slika 3: Psychrophila antarctica (ANT92). a morfologija kolonij gojenih pri treh različnih temperaturah po 
štirih tednih (od leve proti desni 4, 10 in 20 °C); b-e konidiofori in konidiogene celice; f konidiji. Merilo 
10 µm (Wang in sod., 2015).  
 
2.6.2 Psychrophila olivacea 
 
Vrstni epitet »olivacea« se etimološko nanaša na oljčno barvo kolonij. 
 
Psychrophila olivacea se od najbližjih filogenetskih sosedov P. antarctica in P. lutea 
razlikuje po edinstvenih stalnih alelih v treh lokusih na osnovi poravnave ITS-lokusov 
shranjenih v TreeBASE. 
 
Kolonija na PDA-gojišču pri 10 °C doseže od 10 do 15 mm premera po 4 tednih, hitrost 
rasti je podobna pri 10 in 20 °C, psihrotolerantni. Kolonije so svetlo do temne olivne 
barve, včasih tudi svetlo sive na površini zaradi nekaterih mladih zračnih hif, del kolonij 
je potopljen v gojišče. Nekatere hife nad medijem so gosto zgoščene. Površina kolonij je 
včasih brazdana. Redke zračne hife, hialine ali olivne vegetativne hife so olivne do temno 
olivne barve, z gladko steno 2–7 µm v agregatih, v gostih gručah ali snopih, včasih 
nabrekle ali nepravilnih oblik. Konidioforov in konidijev ni.  
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Psychrophila olivacea se razlikuje od P. lutea v morfologiji kolonij in optimalni 
temperaturi rasti (Wang in sod., 2015). 
 
 
Slika 4: Psychrophila olivacea (HAILUO368). a morfologija kolonij gojenih pri treh različnih temperaturah 
po štirih tednih (od leve proti desni 4, 10 in 20 °C); b-d agregirane hife. Merilo 10 µm (Wang in sod., 2015). 
 
2.6.3 Psychrophila lutea 
 
Vrstni epitet »lutea« se etimološko nanaša na rumeno barvo kolonije.  
 
Od najbližjega soseda iz filogenetske vrste P. antarctica se razlikuje po edinstvenih 
stalnih alelih v treh lokusih na osnovi poravnave ITS-lokusov, shranjenih v TreeBASE. 
 
Kolonije na PDA-gojišču pri 10 °C po 4 tednih dosežejo velikost 15 mm. Optimum rasti 
pa je pri 20 °C, torej so psihrotolerantni. Kolonije so svetlo do rjavo rumene barve, del 
kolonij je potopljen v gojišče. Hife nad medijem so gosto zgoščene, zračni micelij pa je 
odsoten ali redek. Vegetativne hife so rumene ali rjave barve z gladkimi stenami velikosti 
2–8 µm, zbrane v gostih gručah ali snopih, včasih nabrekle ali nepravilne oblike. 
Konidioforov in konidijev ni (Wang in sod., 2015). 
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Slika 5: Psychrophila lutea (HAILUO409). a morfologija kolonij gojenih pri treh različnih temperaturah 
po štirih tednih (od leve proti desni 4, 10 in 20 °C); b-nabrekle in agregirane hife. Merilo 10 µm (Wang in 
sod., 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
Pri našem delu smo uporabili sledeči material. 
 
3.1.1 Laboratorijski pribor 
 
Preglednica 1: Seznam v nalogi uporabljenega laboratorijskega pribora. 
Laboratorijski pribor Proizvajalec 
Čaše  
Epruvete  
Erlenmajerice  
Filtri (premer por 0,22 µm in 0,45 µm) Merck Millipore; Nemčija 
Infuzijske steklenice  
Kovinske kroglice Brand; Nemčija 
Krovna stekla  
Magneti  
Merilni valji  
Mikrocentrifugirke 1,5 mL, 2 mL Eppendorf; Nemčija 
Nastavki za pipete (tipsi) Eppendorf; Nemčija 
Nosilci za agarozni gel in glavnički  
Objektna stekelca Deltalab; Španija 
PCR mikrocentrifugirke Eppendorf; Nemčija 
Petrijevke (plastične)  
Petrijevke (steklene)  
Plastične cepilne zanke (eze) Golias; Slovenija 
Plastične petrijeve plošče Golias; Slovenija 
Pipete Eppendorf; Nemčija 
Pincete  
Spatula po Drigalskem  
Steklena kapalka  
Steklena palčka  
Stojala za mikrocentrifugirke  
Zamaški za epruvete  
Žličke  
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3.1.2 Laboratorijske aparature 
 
Preglednica 2: Seznam v nalogi uporabljenih laboratorijskih aparatur. 
Laboratorijska aparatura Proizvajalec 
Avtoklav A-63C  Kambič; Slovenija 
Bunsenov gorilnik TLOS; Hrvaška 
Centrifuga 5418, 5810R Eppendorf; Nemčija 
Digestorij Variolav Mobilien W90 Waldner; Nemčija 
Digitalna kamera DP73 Olympus; Japonska 
Generator za elektroforezo BioRad; ZDA 
Hladilnik 4 °C Electrolux; Švedska 
Homogenizator MM 301 Retsch; Nemčija 
Indukcijska plošča  Gorenje; Slovenija 
Komora za fotografiranje agaroznega gela Syngene; Indija 
Laminarij/brezprašna komora Iskra; Slovenija 
Magnetno mešalo Tehtnica; Slovenija 
Mikroskop Olympus BX51  Olympus, Slovenija 
Mikrovalovna pečica Gorenje; Slovenija 
Naprava za PCR Eppendorf; Nemčija 
pH meter Mettler toledo; Švica 
Računalnik  
Rastna komora 10 °C Sanyo; Japonska 
Rastna komora 15 °C Eppendorf; Nemčija 
Rastna komora 20 °C Eppendorf; Nemčija 
Rastna komora 24 °C Kambič; Slovenija 
Stereomikroskop  Leica Microsystems; Nemčija 
Tehtnica Tehtnica; Slovenija 
Termoblok Eppendorf; Nemčija 
Vibracijsko mešalo  IKA; ZDA 
Vodna kopel Memmert; Nemčija 
Zamrzovalna skrinja -20 °C Liebherr; Nemčija 
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3.1.3 Kemikalije 
 
Preglednica 3: Seznam v nalogi uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec 
Aceton 100 % Merck; Nemčija 
Aeskulin  Merck; Nemčija 
Agar  Formedium LTD Hunstanton; Velika Britanija 
Agaroza Sigma Aldrich; ZDA 
Anilinsko modrilo Sigma Aldrich; ZDA 
Betain Sigma Aldrich; ZDA 
Bromkrezol vijolično Sigma Aldrich; ZDA 
Bromtimol modro Sigma Aldrich; ZDA 
CaCl2.2H2O  Carlo Erba; Francija 
Celuloza  Sigma Chemical Company, ZDA 
Celit Merck; Nemčija 
CTAB Kemika; Hrvaška 
CuSO4.5H2O   Merck; Nemčija 
DG18 agar Biolife; Italija 
dNTP Applied Biosystems; ZDA 
DRBC Biolife; Italija 
Etanol 96 % Chemo d.d; Slovenija 
Formaldehid 37 % [w/v] Merck; Nemčija 
Glicerol Carlo Erba reagents; Francija 
Glukoza  Fisher Scientific; Velika Britanija 
Glutaraldehid 50 % [w/v] Sigma Aldrich; ZDA 
HCl Kemika; Zagreb 
HMDS Sigma Aldrich; ZDA 
KCl Merck; Nemčija 
KH2PO4  Sigma Aldrich; ZDA 
K2HPO4 Sigma Aldrich; ZDA 
Kloroform   Kemika; Zagreb 
KNO3  Merck; Nemčija 
Ksilen cianol Sigma Aldrich; ZDA 
Kongo rdeče Merck; Nemčija 
Lestvica 1 kbp DNA Ladder Plus Fermentas; Life Sciencies; Litva 
Lugolov jodid (jodova raztopina) Merck; Nemčija 
Mesni pepton  Conda pronadisa; Španija 
MgSO4.7H2O   Acros Organics; Španija 
Mikološki pepton   Merck; Mehika 
NaCl  Sigma Aldrich; ZDA 
NaOH Merck; Nemčija 
EDTA Kemika; Hrvaška 
NaH2PO4 Merck; Nemčija 
Na2HPO4 Merck; Nemčija 
NaNO3  Sigma life Science; Makedonija 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 3: Seznam v nalogi uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec 
NH4H2PO4   Kemika; Zagreb 
OA Difco, Becton Dickinson; ZDA 
Oligonukleotidni začetniki Microsynth; Švica 
Ocetna kislina Merck; Nemčija 
Orange G Sigma Aldrich; ZDA 
OsO4 SPI-CHEM; ZDA 
PDA Biolife; Italija 
Pektin iz jabolka                                      Sigma Aldrich; ZDA 
Posneto mleko v prahu  Pomurske mlekarne; Slovenija 
PrepMan Fisher Scientific; Velika Britanija 
Saharoza  Acros organics; Belgija 
Silikagel Merck; Nemčija 
Sladni ekstrakt  Biolife; Italija 
SYBR Safe Invitrogen, Thermo Fischer Scientific; ZDA 
Škrob Sigma Aldrich; ZDA 
Taq polimeraza (5 U/µL) Fermentas, Life Scientific; ZDA 
Taq pufer Fermentas; ZDA 
Tris Sigma Aldrich; ZDA 
Tween 80 Sigma Aldrich; ZDA 
Urea Merck; Nemčija 
ZnSO4.7H2O Sigma Chemical; ZDA 
Želatina Sigma Chemical; ZDA 
Železov citrat monohidrat Sigma Aldrich; ZDA 
YNB agar Difco, Becton Dickinson; ZDA 
 
3.1.4 Drugi pripomočki 
 
Uporabljeni so bili: 
– halja, 
– kontrolni avtoklavirni trak, 
– lepilni trak, 
– papirnate brisače, 
– parafilm, 
– pisala, 
– posodice za tehtanje, 
– rokavice, 
– škarje, 
– štoparica. 
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3.1.5 Mikrobiološka gojišča in raztopine 
 
3.1.5.1 Gojišča za izolacijo 
 
Za izolacijo gliv iz grenlandskih vzorcev smo uporabili gojišča DRBC, R2A, DG-18, 
MY10-12 in SNA, katerih recepti so podani v nadaljevanju. 
 
Gojišča smo pripravili tako, da smo vse sestavine zatehtali v erlenmajerico in jih s 
pomočjo magnetnega mešala raztopili v destilirani vodi. Gojišče smo sterilizirali v 
avtoklavu 15 min pri 121 °C in 1,2 atm. Gojišče smo po avtoklaviranju ohladili v vodni 
kopeli na 55 °C, nato smo jih v zaščitni mikrobiološki komori aseptično razlili v sterilne 
plastične petrijevke premera 9 cm. Ohlajena gojišča smo do uporabe hranili v hladni sobi 
pri 4 °C. 
 
DRBC – gojišče z dikloranom in barvilom rose bengal ter kloramfenikolom 
Sestavine: 
Pepton     5,0 g 
Glukoza    10,0 g 
KH2PO4    1,0 g 
MgSO4
.H2O    0,5 g 
Dikloran    0,002 g 
Rose bengal    0,025 g 
Agar     15,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
Kloramfenikol   0,05 g 
 
R2A – gojišče Reasoner 2A 
Sestavine: 
Pepton     0,5 g 
Škrob     0,5 g 
Glukoza    0,5 g 
Kvasni ekstrakt   0,5 g 
Kazein hidrolizat   0,5 g 
K2PO4     0,3 g 
C3H3NaO3    0,3 g 
MgSO4    0,024 g 
Agar     15,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
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DG-18 – gojišče z dikloranom in 18 % glicerola 
Sestavine: 
Pepton iz kazeina   5,0 g 
Glukoza    10,0 g 
KH2PO4    1,0 g 
MgSO4
.H2O    0,5 g 
Dikloran    0,002 g 
Agar     13,5 g 
Glicerol    220,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
Kloramfenikol   0,05 g  
 
MY10-12 – gojišče s sladnim in kvasnim ekstraktom 
Sestavine: 
Sladni ekstrakt   20,0 g 
Kvasni ekstrakt   5,0 g 
NaCl     100,0 g 
Glukoza    120,0 g 
Agar     20,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
Kloramfenikol   0,05 g 
 
SNA – minimalno gojišče 
Sestavine: 
KH2PO4    1,0 g 
KNO3     1,0 g 
MgSO4
.7H2O    0,5 g 
KCl     0,5 g 
Glukoza    0,2 g 
Saharoza    0,2 g    
Agar     20,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
Kloramfenikol   0,05 g 
 
MM – minimalno gojišče (10x koncentriran) 
Sestavine: 
NaNO3    60,0 g 
KH2PO4    15,0 g 
KCl     5,0 g 
MgSO4    5,0 g 
FeSO4
.7H2O    2,0 mg 
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Osnovna raztopina  
elementov v sledovih   2 mL 
Destilirana voda   do 1000 mL 
 
Osnovna raztopina elementov v sledovih 
Sestavine: 
EDTA     10,0 g 
ZnSO4
.7H2O    4,4 g 
MnCl2
.4H2O    1,01 g 
CoCl2
.6H2O    0,32 g 
CuSO4
.5H2O    0,315 g 
(NH4)6Mo7O24
.4H2O   0,22 g 
CaCl2
.2H2O    1,47 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
 
MM – minimalno gojišče (1x koncentriran) 
Sestavine: 
MM 10x koncentriran  100 mL 
Agar     20,0 g 
Kloramfenikol   0,5 g 
Destilirana voda   900 mL 
 
3.1.5.2 Gojišča za določanje morfologije gliv 
 
Za proučevanje morfologije gliv smo izbrane izolate nacepili na gojišča PDA, MEA, OA 
in SNA, katerih recepti so podani v nadaljevanju. 
 
Za pripravo gojišč smo najprej natehtali vse potrebne sestavine, jih stresli v erlenmajerico 
ter dolili skoraj celoten volumen gojišča destilirane vode. S pomočjo magnetnega mešala 
smo vse raztopili. Če je bilo potrebno uravnati pH, smo to storili s pomočjo pH-metra z 
dodajanjem 0,1 M HCl ali 0,1 M NaOH po kapljicah s stekleno kapalko. Na koncu smo 
dodali agar ter destilirano vodo dopolnili do končnega volumna. Gojišča smo sterilizirali 
v avtoklavu 15 min pri 121 °C in 1 atm. Po avtoklaviranju smo gojišča ohladili v vodni 
kopeli na 55 °C, nato pa jih v zaščitni mikrobiološki komori aseptično razlili v sterilne 
plastične petrijevke premera 9 cm. Ohlajena gojišča smo do uporabe hranili pri 
temperaturi 4 °C. 
 
PDA – krompirjev agar z dodatkom glukoze  
Sestavine: 
PDA     42,0 g 
Agar     6,0 g 
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Destilirana voda   do 1000 mL 
 
MEA – gojišče iz sladnega ekstrakta 
Sestavine:  
Sladni ekstrakt   20,0 g 
Mesni pepton    1,0 g 
Glukoza    20,0 g 
Agar     20,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
pH 5,0-5,5 
 
SNA – minimalno gojišče 
Sestavine: 
KH2PO4    1,0 g 
KNO3     1,0 g 
MgSO4
.7H2O    0,5 g  
KCl     0,5 g 
Glukoza    0,2 g 
Saharoza    0,2 g 
Agar     20,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
pH 5,0 
 
OA – gojišče iz ovsenih kosmičev 
Sestavine: 
OA     15,0 g 
Agar     12,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
3.1.5.3 Gojišča in raztopine za določevanje encimskih aktivnosti gliv  
 
Encimsko aktivnost gliv smo določali s pomočjo različnih gojišč, pri katerih smo 
spremljali nastale reakcije, ki so ponazarjale rast gliv. 
 
Gojišče za določanje ureazne aktivnosti 
Sestavine: 
NH4H2PO4    1,0 g 
KCl     0,2 g 
MgSO4
.7H2O    0,2 g 
Bromkrezol vijolično   50,0 mg 
Glukoza    10,0 g 
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50 % (w/v) raztopina uree  40,0 mL 
Agar     12,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
 
Vse sestavine smo raztopili v destilirani vodi v erlenmajerici in gojišče sterilizirali z 
avtoklavom 15 min pri 121 °C in 1,2 atm. Med tem smo pripravili s filtriranjem 
sterilizirano 50 odstotno (w/v) raztopino uree. Po ohlajanju gojišča v vodni kopeli na 55 
°C smo v gojišče aseptično dodali 40 mL raztopine uree in premešali. Gojišče smo nato 
aseptično razlili v sterilne plastične petrijevke premera 5 cm in do uporabe hranili v hladni 
sobi pri 4 °C. 
 
Pozitivna reakcija pomeni, da je prišlo do hidrolize uree, pri čemer se barva gojišča iz 
rumene spremeni v vijolično. 
 
Ureazno kontrolno gojišče 
Po sestavi je gojišče enako gojišču za določanje ureazne aktivnosti, le da ne vsebuje uree. 
 
Ureazno kontrolno gojišče uporabimo za negativno kontrolo.  
 
Gojišče za določanje pektinazne in pektinliazne aktivnosti 
Sestavine: 
Pektin iz jabolka   10,0 g 
YNB     6,7 g 
Agar     20,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
 
Določanje pektinazne aktivnosti: pH 5,0 
Določanje pektinliazne aktivnosti: pH 7,0 
 
Vse sestavine razen agarja smo natehtali v čašo in raztopili v polovici destilirane vode. S 
pomočjo 1 M NaOH smo gojišču uravnali pH na 5 oz. 7. Nato smo v gojišče dodali agar 
ter preostalo destilirano vodo in ga prelili v erlenmajerico. Gojišče smo sterilizirali z 
avtoklavom 15 min pri 121 °C in 1,2 atm. Po ohlajanju gojišča v vodni kopeli na 55 °C 
smo ga aseptično razlili v sterilne plastične petrijevke premera 9 cm. Gojišča smo do 
uporabe hranili v hladni sobi pri 4 °C. 
 
Po končani dvotedenski inkubaciji smo za določitev encimske aktivnosti gojišče prelili z                      
1-odstotnim CTAB za 10 minut. Pozitivna reakcija pomeni, da je prišlo do razgradnje 
pektina in se kaže kot prisotnost neobarvanega območja okoli kolonije. 
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1-odstotni CTAB 
pripravimo z redčenjem 5-odstotnega CTAB 
 
5-odstotni CTAB 
Sestavine: 
CTAB     20,0 g 
NaCl     81,8 g 
1M Tris HCl    200 mL 
0,5 M EDTA    40 mL 
Destilirana voda   do 1000 mL 
pH 8 
 
1 M Tris HCl 
Sestavine: 
Tris     121,4 g 
Destilirana voda   800 mL 
pH 8 
 
0,5 M EDTA 
Sestavine: 
EDTA     146,4 g 
Destilirana voda   1000 mL 
pH 8,0 
 
Gojišče za določanje celulazne aktivnosti 
Sestavine: 
YNB     6,7 g 
Agar     20,0 g 
Glukoza    2,0 g 
Celuloza    5,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
pH 5,0-6,0 
 
V čaši smo med segrevanjem popolnoma raztopili celulozo v 600 mL destilirane vode, 
nastalo raztopino smo nato dodali v čašo, v kateri smo predhodno zmešali vse ostale 
sestavine razen agarja in raztopini umerili pH na 5–6. Gojišču smo nato dodali agar ter 
destilirano vodo dopolnili do končnega volumna. Gojišče smo prelili v erlenmajerico, in 
sterilizirali z avtoklavom 15 min pri 121 °C in 1,2 atm. Po ohlajanju gojišča v vodni 
kopeli na 55 °C smo ga aseptično razlili v sterilne plastične petrijevke premera 9 cm. 
Gojišča smo do uporabe hranili v hladni sobi pri 4 °C. 
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Po končani dvotedenski inkubaciji smo za določitev celulozne aktivnosti gojišče najprej 
prelili z 0,03-odstotno raztopino Kongo rdeče za 10 minut, nato smo raztopino odlili in 
gojišče prelili z 1 M NaCl prav tako za 10 minut. Pozitivna reakcija nakazuje, da je prišlo 
do razgradnje celuloze in se kaže kot neobarvano območje okoli kolonije. 
 
0,03-odstotna raztopina Kongo rdeče 
Sestavine: 
Kongo rdeče    30,0 mg 
Destilirana voda   100 mL 
 
1 M NaCl 
Sestavine: 
NaCl     58,4 g 
Destilirana voda   1000 mL 
 
Gojišče za določanje esterazne aktivnosti 
Sestavine: 
Tween 80    10 mL 
Mesni pepton    10,0 g 
NaCl     5,0 g 
CaCl2
.2H2O    0,1 g 
Bromkrezol vijolično   25,0 mg 
Agar     15,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
pH 5,4 
 
Vse sestavine razen agarja smo raztopili v polovici destilirane vode v čaši s pomočjo 
magnetnega mešala in z 1 M HCl uravnali pH na 5,4. Nato smo v gojišče dodali agar ter 
destilirano vodo dopolnili do končnega volumna in ga razdelili v alikvote po 90 mL. 
Pripravili smo tudi raztopino Tween 80, tako da smo v 90 mL tople destilirane vode 
počasi med mešanjem dodajali 10 mL Tween 80. Sledila je sterilizacija alikvotov gojišča 
in raztopine Tween 80 z avtoklavom 15 min pri 121 °C in 1,2 atm. Po ohlajanju v vodni 
kopeli na 55 °C smo v vsak 90 mL alikvot gojišča dodali 10 mL raztopine Tween 80. 
Temu je sledilo aseptično razlivanje v sterilne plastične petrijevke premera 5 cm. Gojišča 
smo do uporabe hranili v hladni sobi pri 4 °C. 
 
Pozitivna reakcija nam pove, da je prišlo do razgradnje Tween 80 oziroma maščobnih 
kislin, pri čemer se gojišče zaradi spremembe pH obarva modro vijolično, pogosto pa se 
tvorijo tudi kalcijeve soli v obroču okoli kolonije. 
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Gojišče za določanje proteolitične aktivnosti na kazein 
Sestavine:  
KH2PO4    1,0 g 
KCl     0,5 g 
MgSO4
.7H2O    0,2 g  
CaCl2
.2H2O    0,1g 
15-odstotno posneto mleko v prahu 25,0 mL 
Glukoza    10,0 g 
Agar     12,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
pH 5,4 
 
Petnajstodstotno posneto mleko v prahu smo pripravili z raztapljanjem 3,75 g posnetega 
mleka v prahu v 25 mL destilirane vode. Vse sestavine razen agarja smo natehtali v čašo 
in raztopili v polovici destilirane vode, nato smo gojišču s pomočjo 1 M HCl uravnali pH 
na 5,4. Na koncu smo dodali še agar ter destilirano vodo do končnega volumna in gojišče 
sterilizirali z avtoklavom 15 min pri 121 °C in 1,2 atm. Po ohlajanju gojišča v vodni 
kopeli na 55 °C smo ga aseptično razlili v sterilne plastične petrijevke premera 9 cm. 
Gojišča smo do uporabe hranili v hladni sobi pri 4 °C. 
 
Pozitivna reakcija pomeni, da je prišlo do hidrolize kazeina, ki se kaže kot cona zbistritve 
okoli kolonije glive. 
 
Gojišče za določanje amilazne aktivnosti 
Sestavine: 
Raztopina Czapek A   50,0 mL 
Raztopina Czapek C   50,0 mL 
Cinkova raztopina   1,0 mL 
Bakrova raztopina   1,0 mL 
Škrobova raztopina   50,0 mL 
Agar     12,0 g 
Destilirana voda   850,0 mL 
 
Raztopina Czapek A 
Sestavine: 
NaNO3    4,0 g 
KCl     1,0 g 
MgSO4
.7H2O    20,0 mg 
Destilirana voda   100,0 mL 
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Raztopina Czapek C 
Sestavine: 
K2HPO4    2,0 g 
Destilirana voda   100,0 mL 
 
Cinkova raztopina 
Sestavine: 
ZnSO4
.7H2O    1,0 g 
Destilirana voda   100,0 mL 
 
Bakrova raztopina 
Sestavine: 
CuSO4
.5H2O    0,5 g 
Destilirana voda   100,0 mL 
 
Škrobova raztopina 
Sestavine: 
Škrob     10,0 g 
Destilirana voda   50,0 mL 
 
Pri pripravi raztopin smo natehtali vse sestavine, jih stresli v čašo in z magnetnim 
mešalom raztopili v destilirani vodi. Raztopine smo sterilizirali s filtracijo v laminarju 
skozi filter z 0,22 µm velikimi porami v sterilne inkluzijske stekleničke. Raztopine smo 
do uporabe hranili v hladni sobi pri 4 °C. 
 
Vse sestavine, razen škrobove raztopine, smo natehtali v erlenmajerico in raztopili v 
destilirani vodi s pomočjo magnetnega mešala. Za škrobovo raztopino smo v 50 mL 
destilirane vode raztopili 10 g škroba in jo med mešanjem segreli na 70–80 °C za 1–2 
minuti ter nato dodali ostalemu mediju. Gojišče smo sterilizirali z avtoklavom 15 min pri 
121 °C in 1,2 atm. Gojišče smo po ohlajanju v vodni kopeli na 55 °C aseptično razlili v 
sterilne plastične petrijevke premera 9 cm. Gojišča smo do uporabe hranili v hladni sobi 
pri 4 °C. 
 
Po končani dvotedenski inkubaciji smo za določitev amilazne aktivnosti na gojišče okoli 
kolonije nakapali jodovo raztopino, počakali 10 minut in odčitali rezultat. Pozitivna 
reakcija pove, da je prišlo do razgradnje škroba in se kaže kot brezbarvna cona okoli 
kolonije. 
 
Gojišče za ugotavljanje proteolitične aktivnosti na želatino 
Sestavine: 
Raztopina Czapek A   50,0 mL 
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Raztopina Czapek C   50,0 mL 
Cinkova raztopina   1,0 mL 
Bakrova raztopina   1,0 mL 
Saharoza    10,0 g 
Želatina    120,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
 
V čaši destilirane vode smo s pomočjo magnetnega mešala raztopili vse sestavine razen 
želatine in raztopino segreli na 50–60 °C. Nato smo počasi vmešali želatino, da se je vsa 
raztopila. Gojišče smo prelili v erlenmajerico in sterilizirali z avtoklavom 15 min pri 121 
°C in 1,2 atm. Po ohlajanju gojišča v vodni kopeli na 55 °C smo ga aseptično razlili v 
sterilne plastične petrijevke premera 9 cm. Gojišča smo do uporabe hranili v hladni sobi 
pri 4 °C. 
  
Pozitivna reakcija pomeni, da je prišlo do hidrolize želatine, pri čemer se trdno gojišče 
spremeni v tekoče. 
 
Gojišče za dokazovanje β-glukozidazne aktivnosti 
Sestavine: 
Raztopina Czapek A   50,0 mL 
Raztopina Czapek C   50,0 mL 
Cinkova raztopina   1,0 mL 
Bakrova raztopina   1,0 mL 
Saharoza    5,0 g 
Aeskulin    3,0 g  
Železov citrat monohidrat  0,2 g 
Agar     12,0 g 
Destilirana voda   900,0 mL 
 
Vse sestavine smo raztopili v destilirani vodi v erlenmajerici in gojišče sterilizirali z 
avtoklavom 15 min pri 121 °C in 1,2 atm. Po ohlajanju gojišča v vodni kopeli na 55 °C 
smo ga aseptično razlili v sterilne plastične petrijevke premera 9 cm. Gojišča smo do 
uporabe hranili v hladni sobi pri 4 °C. 
  
Pozitivna reakcija pomeni, da je prišlo do razgradnje aesculina in se kaže kot črno obarvan 
kompleks. 
 
3.1.5.4 Gojišča za ugotavljanje tolerance na povečane vsebnosti soli 
 
Za določanje sposobnosti rasti gliv pri različnih koncentracijah soli smo izbrane izolate 
nacepili na tekoča gojišča ME z dodanimi različnimi koncentracijami soli.  
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Tekoča gojišča smo pripravili tako, da smo vse sestavine za tekoče ME gojišče zatehtali 
v čašo in raztopili v destilirani vodi s pomočjo magnetnega mešala in umerili pH na 
5,0–5,5. 
 
V druge čaše smo natehtali potrebno količino soli in jo raztopili v 50 mL gojišča ME. Na 
koncu smo gojišču dodali destilirano vodo do 100 mL in ga alikvotirali po 2 mL v 12 mL 
epruvete. Gojišča smo nato sterilizirali v avtoklavu 15 min pri 121 °C in 1,2 atm. Ohlajena 
gojišča smo do uporabe hranili v hladni sobi pri 4 °C. 
 
2-kratni ME – tekoče gojišče iz sladnega ekstrakta 
Sestavine: 
Sladni ekstrakt   20,0 g 
Mesni pepton    1,0 g 
Glukoza    20,0 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
pH 5,0-5,5 
 
ME + NaCl 
 
Preglednica 4: Priprava gojišča ME z NaCl. 
c (soli) [mol/L] m soli [g] V (2x ME) [mL] V (dH2O) [mL] 
2 11,7 50 do 100 mL 
2,5 14,6 50 do 100 mL 
3 17,5 50 do 100 mL 
3,5 20,4 50 do 100 mL 
4 23,4 50 do 100 mL 
5 29,2 50 do 100 mL 
 
ME + MgSO4.7H2O 
 
Preglednica 5: Priprava gojišča ME z MgSO4.7H2O. 
c (soli) [mol/L] m soli [g] V (2x ME) [mL] V (dH2O) [mL] 
2 49,3 50 do 100 mL 
2,5 61,6 50 do 100 mL 
3 73,9 50 do 100 mL 
 
3.1.6 Reagenti za izolacijo DNA 
 
Mešanica silikagela 
Sestavine: 
Silikagel    30,0 g 
Celit     15,0 g 
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V stekleno influzijsko stekleničko smo natehtali sestavine jih premešali in sterilizirali z 
avtoklaviranjem 15 min pri 121 °C in 1 atm. Do uporabe smo mešanico hranili pri sobni 
temperaturi. 
 
Pufer CTAB 
Sestavine: 
Tris     2,42 g 
NaCl     8,2 g 
EDTA     0,74 g 
CTAB     2,0 g 
Deionizirana voda   do 1000 mL 
pH 7,5 
 
Pufer TE 
Sestavine: 
Tris     0,12 g 
Na-EDTA    0,04 g 
Deionizirana voda   do 1000 mL 
pH 8,0 
 
3.1.7 Reagenti za PCR 
 
Betain (5M) 
Sestavine: 
Betain     5,858 g 
Orange G    0,025g 
Deionizirana voda   do 10 mL 
 
Začetni oligonukleotidi 
     Nukleotidno zaporedje 5´-3´ 
ITS4     TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 
ITS5     GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G 
NL1     GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG 
NL4     GGT CCG TGT TTC AAG ACG G 
Bt2a     GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC 
Bt2b     ACC CTC AGT GTA ACC CTT GGC 
EF1-728F    CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG 
EF1-986R    TAC TTG AAG GAA CCC TTA CC 
LROR     ACC CGC TGA ACT TAA GC 
LR5     ATC CTG AGG GAA ACT TC 
27F-lane    AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 
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1492R     GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 
 
3.1.8 Reagenti za agarozno gelsko elektroforezo 
 
0,5 M EDTA 
Sestavine: 
EDTA     146,4 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
pH 8,0 
 
1-kratni TAE 
Sestavine: 
Tris     242,0 g 
Ocetna kislina    75,1 mL 
0,5 M EDTA (pH 8)   100 mL 
Destilirana voda   do 1000 mL 
 
5-kratni nanašalni pufer 
Sestavine: 
Bromtimol modro   0,25 g 
Ksilen cianol    0,25 g 
Glicerol    30 mL 
Destilirana voda   do 1000 mL 
 
1-odstotni agarozni gel 
Sestavine: 
1x TAE    80 mL 
Agaroza    0,8 g 
SYBR Safe    8 µL 
 
Za pripravo 1-odstotnega agaroznega gela smo v erlenmajerico zatehtali agarozo, ki smo 
ji dodali 1-kratni pufer TAE. Sledilo je raztapljanje agaroze s segrevanjem v mikrovalovni 
pečici. Raztopino smo nato malo ohladili in ji dodali barvilo SYBR Safe, vse skupaj smo 
rahlo premešali in razlili v pripravljeni nosilec z glavničkom. Počakali smo približno 20 
minut, da se je gel strdil in odstranili glavnik ter nosilec z gelom vstavili v elektroforezno 
banjico. Banjico smo napolnili z 1-kratnim pufrom TAE do oznake. 
 
V luknjice pripravljenega agaroznega gela smo nanesli lestvico in produkte verižne 
reakcije s polimerazo z dodanim nanašalnim pufrom, ki je omogočal vidno spremljanje 
potovanja naših produktov med potekom elektroforeze. 
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3.1.9 Reagenti za fiksacijo vzorcev za presevno elektronsko mikroskopijo 
 
Fiksativ 
Sestavine: 
0,5-odstotni glutaraldehid 
0,2-odstotni paraformaldehid 
 
1 x PBS pufer  
Sestavine: 
NaCl     8,0 g 
KCl     0,2 g 
Na2HPO4    1,44 g 
KH2PO4    0,24 g 
Destilirana voda   do 1000 mL 
pH 7,4     uravnamo z 1 M HCl 
 
0,1 M Fosfatni pufer 
Sestavine: 
0,2 M NaH2PO4   19 mL 
0,2 M Na2HPO4   81 mL 
Deionizirana voda   100 mL 
pH 7,2–7,4 
 
0,2 M NaH2PO4 
Sestavine: 
NaH2PO4    2,76 g 
Deionizirana voda   100 mL 
 
0,2 M Na2HPO4 
Sestavine: 
Na2HPO4    3,56 g 
Deionizirana voda   100 mL 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Vzorčenje 
 
Vzorčenje je potekalo v dveh odpravah na Grenlandijo, in sicer v juliju in avgustu leta 
2016 ter juniju in juliju leta 2017 med sezono taljenja na jugozahodnem pasu ablacijske 
cone na grenlandski ledeni ploskvi. V dveh letih je bila zajeta celotna sezona ablacije od 
snega do konca taljenja. Vzorčenje je potekalo približno 60 km vzhodno od kraja 
Kangerlussuaq, na območju temnega ledu, ki poteka vzdolž zahodnega roba grenlandske 
ledene ploskve, kjer je za poletno taljenje značilen posebno nizek albedo in obsežno 
cvetenje ledenih alg. Izbranih je bilo pet habitatov grenlandske ledene ploskve, od koder 
so bili odvzeti vzorci: svež sneg, supraglacialna voda (to je voda, ki se tali na vrhu ledu 
ledenika), sediment in voda iz kriokonitnih kotanj, razpršenih kriokonitnih kotanj, 
površinski led z nizko (101 celic/mL) ali visoko (104 celic/mL) vsebnostjo algne biomase. 
Vzorci so bili odvzeti s pomočjo čistih nitrilnih rokavic v sterilne plastične vrečke     
Whirl-Pak in hranjeni pri temperaturi od –2 °C do +10 °C. Vzorčenje na Grenlandiji je 
izvedla Laura Perini. 
 
Slika 6: Lokacija mesta vzorčenja na jugozahodu grenlandske ledene ploskve (Perini in sod., 2019).  
 
3.2.2 Nacepljanje plošč in izolacija do čiste kulture iz vzorcev 
 
Laura Perini je izolirala 260 gliv in 46 bakterij. Identifikacija številnih izolatov je potekala 
tudi v okviru tega magistrskega dela. Za izolacijo gliv iz odvzetih vzorcev je uporabila 
Mesto 
vzorčenja  
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različna trdna gojišča, kot so DRBC, DG-18, MY10-12, SNA, MM in R2A. Na gojišča 
je aseptično s pomočjo pipete nanesla 100 µL staljenega vzorca in ga po gojišču 
razmazala s spatulo po Drigalskem. Nato je vse staljene vzorce prefiltrirala s pomočjo 
nitroceluloznega filtra s porami velikosti 0,45 µm. Sledilo je nanašanje filtra 
prefiltriranega vzorca na plošče. Uporabili smo dve gojišči za določanje številčnosti 
mikroorganizmov in štiri trdna gojišča bodisi z nizko vsebnostjo hranil ali nizko vodno 
aktivnostjo. Uporabljena gojišča so bila DRBC, namenjeno za določanje števila, DG-18, 
namenjeno za izolacijo zmernih kserofilov (aw = 0,946), MY10-12, namenjeno za 
izolacijo ksero- in halotolerantnih gliv z 10 % glukoze in 12 % NaCl (aw =0,880), R2A, 
gojišče z nizko vsebnostjo hranil za oligotrofne mikroorganizme (bakterije in glive, aw = 
1), ter SNA in MM, dva hranilno revna medija za izolacijo oligotrofnih gliv (aw =1). Za 
preprečevanje bakterijske rasti je vsem gojiščem razen R2A dodala antibiotik 
kloramfenikol (50 mg/L). Nacepljene plošče je inkubirala pri temperaturi od –2 °C do 
+10 °C en teden in pri 10 °C 4–12 tednov na Univerzi v Ljubljani, kjer so bile izvedene 
nadaljnje analize. Na ploščah so zrasle med seboj morfološko različne kolonije, ki jih je 
precepila in izolirala v čisti kulturi na gojiščih PDA, MEA in R2A.  
 
3.2.3 Izolacija DNA 
 
Iz čistih kultur, zraslih na gojišču PDA, MEA ali R2A, smo nato izolirali DNA. 
 
3.2.3.1 Izolacija DNA iz zraslih nitastih gliv 
 
Iz čistih kolonij nitastih gliv smo izolirali ribosomsko DNA s postopkom izolacije DNA 
z mehansko lizo. V laminarju smo aseptično v 2,0 ml sterilne centrifugirke po Eppendorfu 
dali kroglico iz nerjavečega jekla, žličko mešanice silikagela in celita, eno kolonijo sveže 
kulture glive velikosti 1 cm2 ter 500 µL pufra CTAB, ki služi denaturaciji makromolekul. 
Vse skupaj smo homogenizirali 1 minuto s frekvenco 30 obratov na sekundo, s čimer smo 
dosegli stretje micelija. Homogenizirano mešanico smo nato inkubirali v termobloku 2 
uri pri 65 °C in 300 rpm. Po inkubaciji smo mešanici v digestoriju dodali 500 µL hladnega 
kloroforma, kar je povzročilo precipitacijo proteinov, nato smo vse skupaj vorteksirali   
1–2 s. Sledilo je centrifugiranje za 5 min pri 14000 rpm. V novo 1,5 mL centrifugirko po 
Eppendorfu smo odpipetirali zgornjo vodno fazo in ji dodali dvakratni volumen (0,8 mL) 
96-odsotnega ledeno mrzlega etanola. Zmes smo ročno premešali z obračanjem in shranili 
pri –20 °C preko noči, da je DNA precipitirala. Naslednji dan smo zmes centrifugirali za 
5 min pri 14000 rpm in 4 °C ter odstranili supernatant, pelet pa sprali s 500 µL ledeno 
mrzlega 70 % etanola. Vzorce smo ponovno centrifugirali 5 min pri 14000 rpm in 4 °C 
ter previdno odstranili etanol. Sledilo je sušenje peleta v topli sobi pri 37 °C tako, da smo 
centrifugirke po Eppendorfu pustili odprte in jih pokrili s papirnato brisačko. Po 30–45 
min smo peletu dodali 50 µL TE pufra in vse inkubirali 15–30 min pri 37 °C. Izolirano 
DNA smo do nadaljnje uporabe hranili pri –20 °C. 
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3.2.3.2 Izolacija DNA iz čistih kultur kvasovk in bakterij 
 
Iz čistih kultur kvasovk in bakterij smo izolirali ribosomsko DNA s pomočjo reagenta 
PrepMan Ultra. V laminarju smo aseptično odpipetirali 50 µL reagenta v 1,5 mL sterilno 
centrifugirko po Eppendorfu in mu dodali kolonijo kvasovke oziroma bakterije s pomočjo 
sterilne plastične eze. Vse smo nato mešali na vrtinčnem mešalniku 1–2 sekundi in zmes 
inkubirali pri 100 °C za 15 minut. Sledilo je 10-minutno centrifugiranje pri 14000 rpm. 
Nato smo v novo 1,5 mL centrifugirko po Eppendorfu odpipetirali supernatant z DNA in 
ga shranili pri –20 °C do nadaljnje uporabe. 
 
3.2.4 Verižna reakcija s polimerazo 
 
Za identifikacijo izoliranih čistih kultur smo z verižno reakcijo s polimerazo v izoliranih 
DNA pomnožili željeno nukleotidno zaporedje. Pri nitastih glivah smo uporabili regijo 
ITS rDNA z oligonukleotidnima začetnikoma ITS4 in ITS5. Za identifikacijo kvasovk 
smo pomnoževali regijo podenot D1/D2 28S rDNA, za začetne oligonukleotide smo 
uporabili NL1 in NL4. Pri bakterijah smo uporabili regijo 16S rDNA in začetna 
oligonukleotida 27F-lane in 1492r. 
 
Sevom iz rodu Articulospora smo z verižno reakcijo s polimerazo pomnožili ITS-regijo 
z začetnima oligonukleotidoma ITS4 in ITS5 ter regijo podenot D1/D2 z začetnima 
oligonukleotidoma NL1 in NL4.  
 
Pri sevih iz rodu Psychrophila smo z verižno reakcijo s polimerazo pomnožili ITS regijo 
z začetnima oligonukleotidoma ITS4 in ITS5, za pomnoževanje podenot D1/D2 smo 
uporabili začetna oligonukleotida LROR in LR5, pomnožili pa smo tudi regijo, ki kodira 
elongacijski faktor 1-alfa z začetnima oligonukleotidoma EF1-728F in EF1-986R ter 
regijo, ki kodira β-tubulin z začetnima oligonukleotidoma Bt2a in Bt2b.  
 
Za reakcijo verižne reakcije s polimerazo smo najprej iz zamrzovalnika vzeli vse reagente 
razen polimeraze Taq, jih odtalili, premešali na vibracijskem mešalu in centrifugirali. 
Nato smo jih hranili na ledu in si pripravili reakcijske mešanice. Reagente smo dodajali 
po vrsti, kot je navedeno v Preglednicah 6, 8, 10, 12, 14 in 16. V vsako 0,5 mL 
mikrocentrifugirko po Eppendorfu smo dali 34 µL reakcijske mešanice in 1 µL izolirane 
DNA, pri negativni kontroli smo namesto DNA dodali 1 µL Milli-Q. Vse smo nato dali 
v aparaturo PCR in z izborom primernega programa (Preglednice 7, 9, 11, 13, 15 in 17) 
pomnožili tarčno DNA. 
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3.2.4.1 Protokol za pomnoževanje regij rDNA pri bakterijah  
 
Preglednica 6: Reakcijska mešanica za pomnoževanje regije 16S bakterijske rDNA 
Reagent Volumen µL 
Milli –Q 24,025  
Pufer za Taq polimerazo (10x) 3,5  
dNTP (AB) (10mM) 1,05  
27F-lane (10 pmol/µL) 2,625  
1492R (10 pmol/ µL) 2,625  
Polimeraza Dream Taq (5 U/ µL) 0,175  
Matrična DNA 1  
Vsota 35  
 
Preglednica 7: Program pomnoževanja regije 16S bakterijske rDNA. 
Faza pomnoževanja Program pomnoževanja 
27F /1492R 
Začetna denaturacija 95 °C, 5 min 
Št. ciklov 5 x 
Denaturacija 95 °C, 30 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 60 °C, 30 s 
Elongacija 72 °C, 1min 
Št. ciklov 5x 
Denaturacija 95 °C, 30 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 55 °C, 30 s 
Elongacija 72 °C, 1 min 
Št. ciklov 30 x 
Denaturacija 95 °C, 30 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 50 °C, 30 s 
Elongacija 72 °C, 1 min 
Končna elongacija 72°C, 7 min 
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3.2.4.2 Pomnoževanje regij rDNA pri nitastih glivah 
 
Preglednica 8: Reakcijska mešanica za pomnoževanje regije ITS rDNA, regije podenote D1/D2 28S rDNA, 
regije DNA, ki kodira elongacijski faktor 1-alfa (TEF1), in regije DNA, ki kodira beta tubulin (BenA) 
nitastih gliv. 
Reagent Volumen µL 
regije ITS rDNA, regije DNA, ki kodira 
elongacijski faktor 1-alfa (TEF1), in regije 
DNA, ki kodira beta tubulin (BenA) 
podenota 
D1/D2 28S 
rDNA 
Milli –Q 21,46  26,82  
Pufer za Taq polimerazo (10 x) 3,5  3,5  
Betaine (20-odstotni) 5,36  / 
dNTP (AB) (10mM) 0,7  0,7  
Začetni oligonukleotid 1 (10 
pmol/µL) 
1,4  1,4  
Začetni oligonukleotid 2 (10 
pmol/ µL) 
1,4  1,4  
Polimeraza Dream Taq (5 U/ µL) 0,18  0,18  
Matrična DNA 1  1  
Vsota 35  35  
 
Preglednica 9: Program pomnoževanja regije ITS rDNA, podenote D1/D2 28S rDNA, regije DNA, ki 
kodira elongacijski faktor 1-alfa (TEF1), in regije DNA, ki kodira beta tubulin (BenA) nitastih  gliv. 
Faza 
pomnoževanja 
Program pomnoževanja 
regije ITS 
rDNA  
podenote D1/D2 
28S rDNA 
regije DNA, ki 
kodira elongacijski 
faktor 1-alfa (TEF1) 
regije DNA, ki 
kodira beta 
tubulin (BenA) 
Začetna 
denaturacija 
95 °C, 2 min 95 °C, 5 min 94 °C, 5 min 95 °C, 1 min 
Št. ciklov 30 x 30 x 40 x 35 x 
Denaturacija 95 °C, 45 s 95 °C, 45 s 94 °C, 45 s 95 °C, 30 s 
Vezava začetnih 
oligonukleotidov 
54 °C 30 s 54 °C 30 s 52 °C 30 s 53 °C 30 s 
Elongacija 72 °C, 2 min 72 °C, 2 min 72 °C, 90 s 72 °C, 1 min 
Končna 
elongacija 
72 °C, 4 min 72 °C, 4 min 72 °C, 6 min 72 °C, 10 min 
 
3.2.5 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo na 1-odstotnem agaroznem gelu, ki omogoča 
ločevanje molekul, velikosti od 100 bp do 50 kb, preverili uspešnost PCR reakcije.  
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3.2.5.1 Potek agarozne gelske elektroforeze 
 
V luknjice na strjenem agaroznem gelu v banjici smo nanesli naše produkte, dobljene s 
pomočjo PCR-reakcije in GeneRuler 1 kb DNA Ladder Plus, ki nam je služil kot merilo 
velikosti DNA-fragmentov. V primeru, da so naši vzorci pomnožene DNA že vsebovali 
barvilo, ki smo ga dodali pred pričetkom PCR, smo na gel nanesli le 5 µL vzorca in 2 µL 
lestvice. Kadar pa naši vzorci pomnožene DNA niso vsebovali barvila, smo si predhodno 
pripravili mešanice, ki so vsebovale 5 µL vzorca pomnožene DNA in 1 µL nanašalnega 
pufra, nato smo na gel nanesli 5 µL pripravljene mešanice in 2 µL lestvice. Elektroforeza 
je potekala pri napetosti 110 V 30 minut. Po končani elektroforezi smo gel osvetlili z  
UV-transluminatorjem in ga fotografirali. Uspešnost PCR reakcije in velikosti 
pomnoženih DNA smo izmerili s pomočjo lestvice, saj je ta vsebovala mešanico 
fragmentov DNA znanih velikosti. 
 
3.2.6 Analiza nukleotidnih zaporedij 
 
Pomnožke DNA, ki smo jih dobili s pomočjo verižne reakcije s polimerazo, smo poslali 
na sekvenciranje v podjetje Microsynth (Avstrija). Kakovost nukleotidnih zaporedij smo 
preverili s programom FinchTV, odstranili predele s slabo kakovostjo na začetku in koncu 
zaporedij ter zaporedja shranili v obliki zapisa FASTA.  
 
Filogenetska analiza 
Zaporedjem smo s pomočjo spletnega orodja BLAST v podatkovni bazi GenBank 
poiskali druga najsorodnejša zaporedja ter jih shranili v obliki zapisa FASTA. Vsa 
izbrana nukleotidna zaporedja smo poravnali v programu MEGA6 z uporabo programa 
Muscle ter izrisali filogenetska drevesa po metodi največje verjetnosti (angl. Maximum 
Likelihood) s pomočjo najprimernejšega modela. 
 
3.2.7 Morfološke analize izbranih glivnih izolatov 
 
V Preglednicah 10 in 11 so prikazani izbrani izolati rodov Articulospora in Psychrophila, 
ki smo jih podrobneje preučili, in okoljski vzorci, iz katerih so bili izolirani.  
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Preglednica 10: Izolati, uvrščeni v rod Articulospora, in okoljski vzorec, iz katerega so bili izolirani. S 
krepkim tiskom napisani sevi so bili podrobneje preučeni. 
Oznaka seva  Okoljski vzorec 
EXF-12365, EXF-12366, 
EXF-12243, EXF-12244, 
EXF-12233, EXF-12245, 
EXF-12239, EXF-12367, 
EXF-12240, EXF-12246, AB, 
AF, AG, AH, AI, AL, AM, 
AN, AO, AP, AQ, AR, AT, 
AU, AV, AZ, EXF-13072 
Površinski led z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS 
2016 
 
EXF-13116, EXF-13118, 
EXF-13119, EXF-13145, 
EXF-13146, EXF-13147, 
EXF-13148, EXF-13149, 
EXF-13150, EXF-13151, 
EXF-13152, EXF-13189, 
EXF-13190, EXF-13191, 
EXF-13192, EXF-13193, 
EXF-13194, EXF-13195, 
EXF-13198, EXF-13199, 
EXF-13200, EXF-13205 
Površinski led z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS 
2017 
EXF-11234, EXF-11235 Kriokonitne kotanje, vzorčenje GrlS 2016 
EXF-13096, EXF-13097 Kriokonitne kotanje, vzorčenje GrlS 2017 
EXF-12569 Koncentrirane ledeniške alge, vzorčenje GrlS 2017 
EXF-12891, EXF-13095, 
EXF-12887 Kriokonitne kotanje, vzorčenje GrlS 2017 
 
Preglednica 11: Izolati, uvrščeni v rod Psychrophila, in okoljski vzorci, iz katerih so bili izolirani. S 
krepkim tiskom napisani sevi so bili podrobneje preučeni. 
Oznaka seva  Okoljski vzorec 
EXF-12242, C2, EXF-12237, 
EXF-12238, AS 
Površinski led z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS 
2016 
EXF-12704 Supraglacialna voda, vzorčenje GrlS 
EXF-12896, EXF-12897, 
EXF-13094, EXF-12898 
Koncentrirane ledeniške alge, vzorčenje GrlS 2017 
EXF-12549, EXF-12548 Površinski led z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS 
 
Izbrane izolate smo morfološko opisali na dveh nivojih, makroskopsko in mikroskopsko. 
Za določanje makroskopskih struktur smo si izbrali nekaj izolatov rodov Articulospora 
in Psychrophila. Izbrane izolate smo nacepili na štiri različna gojišča MEA, PDA, SNA 
in OA, ki so namenjena opazovanju morfoloških značilnosti gliv. PDA-gojišče vsebuje 
ekstrakt krompirja in glukozo, ki spodbujata bujno rast gliv (Aryal, 2015). Gojišče MEA 
vsebuje sladni ekstrakt, ki v gojišču zagotavlja kislo okolje in hranila, ugodna za rast in 
metabolizem gliv. Pepton pa v gojišču omogoči glivam bujno rast s tipično morfologijo 
in pigmentacijo (Atlas, 2006). Gojišče OA vsebuje ekstrakt ovsenih kosmičev, ki 
predstavljajo v gojišču vir ogljika, beljakovin in hranil, ki so nekoliko težje dostopne kot 
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pri prvih dveh gojiščih. Agar z ekstraktom ovsenih kosmičev se uporablja predvsem za 
rast gliv in spodbuja nastanek makrospor (Corry in sod., 2011). Gojišče SNA je hranilno 
reven medij, ki vsebuje elemente v sledovih in ni namenjen selektivni izolaciji. Gojišča 
smo nacepili 3-točkovno in jih gojili 4 tedne pri 3 različnih temperaturah. Izolate rodu 
Articulospora smo gojili pri 4, 15 in 24 °C, izolate rodu Psychrophila pa pri 4, 10 in 20 
°C. Kolonije smo enkrat tedensko pregledali in premerili. 
 
Zrasle kulture smo primerjali z že znanimi, opisanimi vrstami rodov Articulospora, ki 
smo jih pridobili iz Češke zbirke mikroorganizmov A. tetracadia CCM F-12313, A. atra 
CCM F-00684 in Cladochasiella divergens CCM F-13489, ki je na podlagi molekularne 
analize ITS-regije kazala visoko sorodnost z našimi izolati. Pridobljene seve smo gojili 
na enakih gojiščih in pri enakih pogojih inkubacije. Zrasle kolonije izolatov rodu 
Psychrophila pa smo primerjali z vrstami: P. antarctica, P. lutea in P. olivacea, opisanih 
v članku (Wang in sod., 2015). 
 
Slika 7: Shematski prikaz tritočkovnega nacepljanja sevov na gojišča. 
 
Po 4-tedenski inkubaciji smo pregledali še mikroskopske strukture ter nastanek spor. Ker 
so glive rodu Articulospora vodne hifomicete, ki sporulirajo le v vodi, smo gojišča PDA, 
inkubirana pri 15 °C, prelili s sterilno destilirano vodo in jih inkubirali dalje pri 15 °C, in 
sicer do 5 mesecev. Pri glivah rodu Psychrophila zalivanje kultur z vodo ni bilo potrebno. 
 
Za določanje mikroskopskih struktur smo iz zraslih izbranih kultur na gojišču PDA pri 4 
°C (Articulospora), 15 °C (Psychrophila) ter vode prelitih kolonij na gojišču PDA pri 15 
°C (Articulospora) po inkubaciji pripravili klasične mikroskopske preparate. Pri 
neprelitih kulturah smo s pomočjo stereomikroskopa poiskali primerno mesto rasti, od 
koder smo kasneje aseptično s pomočjo pincete odvzeli košček micelija. Na objektno 
stekelce smo kanili kapljico barvila anilin modro v mlečni kislini, ki prehaja skozi celice 
in obarva citoplazmo. Nato smo s sterilno pinceto odvzeli delček kolonije in ga prenesli 
v kapljico barvila. Material smo čim bolj razvlekli. Čez pripravljen preparat smo položili 
krovno stekelce, tako da niso nastali mehurčki. Pri prelitih kulturah smo kapljici barvila 
anilin modro v mlečni kislini s pomočjo pipete dodali 100 µL vode iz prelitega in čez 
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položili krovno stekelce. Preparate smo pregledali s pomočjo optičnega mikroskopa z 
optiko za diferencialno interferenčno mikroskopijo (DIC) pri 100-kratni, 200-kratni,   
400-kratni in 1000-kratni povečavi. Izbrane strukture smo zajeli v sliko s pomočjo 
digitalne kamere DP73. 
 
3.2.8 Določanje encimskih aktivnosti 
Encimske aktivnosti izbranih izolatov smo določili s pomočjo gojišč, ki so vsebovala 
specifične substrate, pH indikatorje ali druge snovi za vizualizacijo aktivnosti. Gojišča 
smo centralno nacepili z izbranim izolatom ter jih gojili 2 ali 3 tedne pri 15 °C.  
 
Slika 8: Shematski prikaz centralnega nacepljanja sevov na gojišča. 
 
Za določanje amilazne aktivnosti smo uporabili gojišče s topnim škrobom kot edinim 
virom ogljika. Rast kolonij ponazarja, da poteka razgradnja škroba ter njegova poraba. 
Za lažjo detekcijo aktivnosti smo okoli kolonije nakapali jodovo raztopino, ki je škrob 
obarvala temno modro, predeli, kjer pa je potekla njegova razgradnja, pa so brezbarvni. 
 
Za dokazovanje β-glukozidazne aktivnosti smo uporabili gojišče z aeskulinom, ki vsebuje 
majhno količino dostopnega ogljika v obliki saharoze in dodaten ogljik v obliki aeskulina. 
Po porabi saharoze na začetku rasti v nadaljevanju kot vir ogljika ostane le aeskulin. 
Aeskulin se lahko porablja, če ima gliva β-glukozidazno aktivnost, ki razcepi aeskulin na 
glukozo in aeskuletin. Pozitivno reakcijo vidimo, ker produkt razgradnje aeskuletin 
reagira z železovim citratom v črno obarvan kompleks. 
 
Za določanje ureazne aktivnosti smo uporabili gojišče z ureo, ki vsebuje pH-indikator. 
Hidroliza uree se rezultira v nastanku prostega amonija, ki dvigne pH-gojišča. Barva 
gojišča se iz rumene spremeni v vijolično. 
 
Za določanje proteolitične aktivnosti na kazein smo uporabili gojišče, ki vsebuje posneto 
mleko v prahu, ki daje neprosojen končni medij. Hidroliza kazeina, ki je lahko posledica 
tudi nastale kisline, se kaže kot cona zbistritve okoli kolonije glive.  
 
Majger P. Identifikacija … gliv iz rodov Psychrophila in Articulospora, … z grenlandske črne ledene ploskve.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
47 
 
Za določanje proteolitične aktivnosti smo uporabili tudi gojišče z želatino. V tem primeru 
se trdno gojišče z razpadom želatine spremeni v tekoče. 
 
Za določanje esterazne aktivnosti smo uporabili gojišče, ki vsebuje Tween 80 kot 
prevladujoč vir ogljika, bromkrezol vijolično kot pH-indikator in kalcijevo sol. Tween 80 
je mešanica maščobnih kislin, predvsem elaidne, linoleidne in palmitinske kisline. 
Dodatek Tween 80 zniža vrednost pH-gojišča. Rast kolonije na maščobnih kislinah 
povzroči dviganje vrednosti pH, s tem pa se spremeni tudi barva gojišča v modro 
vijolično. Pogosto se tvorijo tudi netopne kalcijeve soli kot kalcijev stearat, ki se pojavi 
v obroču okoli kolonije. 
 
Za dokazovanje celulazne aktivnosti smo uporabili gojišče s celulozo. Gojišče je kot edini 
vir ogljika vsebovalo karboksi metil celulozo (CMC), ki jo je gliva lahko uporabila, če je 
imela sposobnost sinteze celulaz. Za dokazovanje razgradnje karboksi metil celuloze smo 
po inkubaciji gojišče najprej prelili z barvilom Kongo rdeče, ki se veže na nerazgrajeno 
celulozo in nato sprali z 1 M NaCl, ki je stabiliziral vezavo barvila. Pojav neobarvanega 
območja okoli kolonije je potrdil celulazno produkcijo. 
 
Za določanje pektinazne (pH-gojišča 5) in pektinliazne (pH-gojišča 7) aktivnosti smo 
uporabili gojišči z dodanim pektinom. Pektin se v rastlinskih celicah nahaja v obliki 
protopektina in ima enako sestavo kot pektin, le molekule so daljše. Protopektin se v rahlo 
kislem mediju in pod vplivom pektinaz razgradi v pektin. Pektinliaze pa v nadaljevanju 
razgradijo pektin na manjše molekule. Po inkubaciji smo plošče prelili z 1-odstotnim 
CTAB in odčitali rezultat. Encimska hidroliza pektina inhibira njegovo obarvanje s 
CTAB. Pozitivna reakcija se kaže kot prisotnost neobarvanega območja okoli kolonije.  
 
3.2.9 Določanje sposobnosti rasti pri različnih koncentracijah soli 
 
Za določanje sposobnosti rasti pri različnih koncentracijah soli smo izbrane izolate gliv 
nacepili na tekoča gojišča ME z dodanimi različnimi koncentracijami soli. Uporabili smo 
dve vrsti soli: NaCl in MgSO4
.7H2O. Gojišče z NaCl smo pripravili v naslednjih 
koncentracijah 2; 2,5; 3; 3,5; 4 in 5 mol/L. Za gojišče z MgSO4
.7H2O pa smo pripravili 
koncentracije 2; 2,5 in 3 mol/L. Za pozitivno kontrolo smo izbrane izolate nacepili na 
tekoče gojišče ME brez dodane soli. 
 
Gojišča smo nacepili aseptično s pomočjo pincete, s katero smo odvzeli delček kulture 
izolata iz trdega gojišča MEA in ga prenesli v tekoče gojišče. Inokulirana gojišča smo 
šest tednov inkubirali pri 15 °C. Med inkubacijo smo tedensko pregledovali rast gliv. 
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3.2.10 Ugotavljanje interakcij med glivo rodu Articulospora in ledeniškima algama 
Ancylonema nordenskiöldii in Mesotaenium berggrenii 
 
Eksperiment je izvedla Laura Perini v Bristolu. Za določanje prisotnosti interakcije med 
glivo rodu Articulospora in negojljivima ledeniškima algama Ancylonema nordenskiöldii 
in Mesotaenium berggrenii je izvedla eksperiment, pri katerem je v ko-kulturi gojila 
ledeniški algi in glivo rodu Articulospora (sev EXF-13072). Koncentracija gliv rodu 
Articulospora v končnem volumnu je bila 5-odstotna. Vse skupaj je nato inkubirala pri 4 
°C, eno paralelko je imela v temi 24 ur na dan, pri drugi je delala cikle 14 ur na svetlobi 
in 10 ur na temi na dan. Pogoji gojenja so ponazarjali razmere na Grenlandiji, ki je 
polovico leta v temi, drugo polovico pa na zelo močni svetlobi. Ker jih na sami svetlobi 
ni bilo mogoče gojiti, so jih zaradi negojljivosti alg, ki bi pri teh pogojih hitro propadle, 
gojili v omenjenih ciklih. Kot kontrolo je posebej v enakih pogojih gojila tudi le glivo 
rodu Articulospora. Vzorčenje kulture je potekalo po 3, 8 in 20 tednih inkubacije.  
 
3.2.10.1 Obdelava vzorcev in mikroskopiranje 
 
Nadaljnja obdelava odvzetih vzorčkov (fiksacija, nadaljnja priprava in vrstična 
elektronska mikroskopija) je v sodelovanju s prof. dr. Rokom Kostanjškom potekala v 
Ljubljani v laboratoriju Katedre za zoologijo. 
 
Celoten postopek obdelave vzorčkov od fiksacije do sušenja smo izvajali v digestoriju. 
 
Fiksacija 
Iz mikrocentrifugirke Eppendorf, v kateri je bil odvzet vzorec, smo odstranili večino 
tekočine, pustili smo približno 100 µL staljenega ledu ter dodali 100 µL hipotoničnega 
fiksativa, ki je vseboval 0,5-odstoten glutaraldehid in 0,2-odstoten paraformaldehid. 
Vloga prvega je, da proteine počasi in močno zamreži, medtem ko paraformaldehid 
proteine zamreži hitreje, vendar z manjšo afiniteto. Vse smo nato inkubirali pri sobni 
temperaturi 1,5 do 2 uri. Po končani inkubaciji smo s plastično Pasteurjevo pipeto 
odstranili večino fiksativa in vzorcu dodali 500 µL 0,1 M fosfatnega pufra ter zmes 
prestavili na polikarbonatno membrano z 200 nm velikimi porami, ki se je nahajala na 
ustju lijaka iz nerjavečega jekla v filtrirni napravi s podtlakom. Vzorec smo spirali z 0,1 
M fosfatnim pufrom 3-krat po 7 min, pri spiranju smo si za odstranjevanje tekočine 
pomagali s podtlakom. 
 
Sekundarna fiksacija 
Po spiranju s fosfatnim pufrom smo vzorec fiksirali z dvema kapljama 0,25-odstotne 
raztopine OsO4, ki povzroči zamrežitev lipidov. Po dodatku OsO4 smo napravo pokrili s 
parafilmom in pustili inkubirati 20–30 min pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo s 
plastičnimi Pasteurjevimi pipetami odstranili OsO4 in vzorec sprali z 500 µL deionizirane 
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vode 3-krat po 3 min, pri tem spiranju smo si za odstranjevanje tekočine pomagali s 
podtlakom. 
 
Dehidracija 
Sledil je postopek dehidracije, pri katerem smo iz vzorca odstranili vodo s pomočjo 
evaporacije in ustreznim kemičnim sredstvom, ki je nadomestil vodo. Dehidracijo smo 
izvedli z naraščajočimi koncentracijami alkohola, ki smo ga kasneje zamenjali s 
heksametildisilazanom (HMDS). Najprej smo odstranili deionizirano vodo in vzorce 
sprali s 50-odstotnim etanolom 5 min, 70-odstotnim etanolom 3 min, 90-odstotnim 
etanolom 3 min, na koncu pa s 100-odstotnim acetonom 3- krat po 3 min. Po vsaki 
inkubaciji, smo najprej odstranili alkohol s podtlakom in nato dodali alkohol z višjo 
koncentracijo. Po inkubaciji s 100-odstotnim acetonom smo alkohol postopno 
nadomeščali s HDMS. V tem koraku nadomeščanja alkohola, tekočine nismo 
odstranjevali, napravo smo med inkubacijo tudi prekrili s parafilmom, da smo preprečili 
izhlapevanje. Najprej smo vzorcu dodali štiri kaplje 100-odstotnega acetona in dve kaplji 
HDMS (razmerje aceton/HMDS 2 : 1) ter inkubirali 3 min, nato smo dodali dve kaplji 
HMDS (razmerje aceton/HMDS 1 : 1) in ponovno inkubirali 3 min, sledil je dodatek 4 
kapelj HMDS (razmerje aceton/HMDS 1 : 2) in inkubacije 3 min. Po tej inkubaciji smo 
odstranili parafilm in tekočino s podtlakom. V zadnjem koraku smo alkohol v celoti 
nadomestili s topilom HMDS in inkubirali 3 min. Ta postopek smo 3-krat ponovili. Po 
zadnji inkubaciji smo pustili v digestoriju odprto napravo preko noči, da je ves HMDS 
izhlapel.  
 
Posušen vzorec smo skupaj z membrano prestavili iz naprave za fiksacijo na filter papir 
v stekleni petrijevki.   
 
Nadaljnja obdelava  
Obdelavo vzorca po sušenju je izvedel prof. dr. Rok Kostanjšek. Posušene vzorce je nato 
postavil na ogljikovo ploščico, pritrjeno na kovinsko kroglico. S pomočjo aparature za 
napraševanje kovin jih je prekril s tanko plastjo platine, s čimer je zaščitil vzorec in mu 
povečal prevodnost. V procesu napraševanja je moral zagotoviti atmosfero brez kisika, ki 
ga je s pomočjo črpalke zamenjal z argonom. Počasi je ustvaril vakuum in nato dodal 
visok električni tok ter premazal vzorce s platino. Na zraku se površina platine uničuje, 
atomi argona pa jo segrejejo in topijo, kar omogoča popolno prekritost vzorca. Naprašene 
vzorce je nato do mikroskopiranja hranil v eksikatorju.  
 
Mikroskopiranje 
Mikroskopiranje vzorcev je izvedel prof. dr. Rok Kostanjšek. Za mikroskopiranje je 
uporabil vrstični elektronski mikroskop JSM-7500F, ki omogoča opazovanje površine 
vzorca. Vzorec je najprej vstavil v začetni del mikroskopa, počakal, da se je vzpostavil 
vakuum, in ga nato z nosilcem potisnil v območje s snopom elektronov. Slika nastane 
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zaradi zaznavanja sekundarnih elektronov, ki jih snop elektronov iz mikroskopa izbija ob 
stiku s površino. Slika nastane ob premikanju snopa elektronov po površini preparata, ki 
jih detektor pošlje do deflektorja. Ta pa prevede signal v sliko, ki jo vidimo na zaslonu 
računalnika. Sliko, ki se je projicirala na zaslonu računalnika, je shranil.  
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4 REZULTATI 
 
V eksperimentalnem delu naloge smo iz vzorcev z Grenlandije osamili in identificirali 
čiste kulture gliv in bakterij. V nadaljevanju smo se osredotočili na nitaste glive, 
predvsem na izolate iz rodov Psychrophila in Articulospora, saj so preliminarne analize 
nakazovale, da smo odkrili novi vrsti. Za podrobnejše proučevanje smo naključno izbrali 
osem predstavnikov, tako da smo zajeli vsak tip okoljskega vzorca izolatov iz rodu 
Articulospora od 57 izolatov, navedenih v Preglednici 18: EXF-13072, EXF-12891, 
EXF-12569, EXF-12367, EXF-13145, EXF-13150, EXF-12240, EXF-11234. Za 
primerjavo smo zaradi filogenetske podobnosti regij ITS iz Češke zbirke 
mikroorganizmov pridobili še seve A. tetracadia CCM F-12313 (=EXF-13790), A. atra 
CCM F-00684 (=EXF-13792) in Cladochasiella divergens CCM F-13489                 
(=EXF-13793). Pri izolatih iz rodu Psychrophila pa smo z naključno izbranimi šestimi 
izolati prav tako zajeli vsak tipa okoljskega vzorca (Preglednica 19: EXF-13094,         
EXF-12896, EXF-12238, EXF-1237, EXF-12549, EXF-12704) in jih primerjali z vrstami 
P. antarctica, P. lutea in P. olivacea, opisanimi v članku Wang in sod., 2015.  
 
V eksperimentalnem delu smo za identifikacijo in karakterizacijo novih vrst uporabili več 
metod. Preučili smo njihovo morfologijo na makro- in mikroskopskem nivoju, pri čemer 
smo izbrane izolate štiri tedne gojili na štirih različnih gojiščih, in sicer pri treh različnih 
temperaturah. Sledil je pregled kolonij in priprava mikroskopskih preparatov. Preučili 
smo tudi fiziološke in encimske lastnosti gliv. Zanimala nas je tudi rast pri različnih 
koncentracijah soli, kar smo izvedli z gojenjem v tekočem gojišču ME z dodatkom 
različnih koncentracij soli. Pri identifikaciji smo si pomagali tudi z analizami 
nukleotidnih zaporedij. Pri izolatih iz rodu Articulospora in Psychrophila smo se 
osredotočili na ribosomske regije ITS in podenote D1/D2 28S rDNA, le pri izolatih rodu 
Psychrophyla smo določili tudi zaporedja hišnih genov BenA in TEF1. 
 
Za ugotavljanje, ali so glive rodu Articulospora v interakciji z ledeniškimi algami, smo 
izvedli eksperiment, pri katerem smo skupaj gojili združbo alg in izbrani sev rodu 
Articulospora. V različnih časovnih točkah smo odvzeli vzorce, jih obdelali in 
mikroskopirali pod vrstičnim elektronskim mikroskopom. 
 
4.1 SESTAVA ZDRUŽB GLIV Z GRENDLANDSKE ČRNE LEDENE PLOSKVE 
 
Iz vzorcev smo poskušali glive osamiti z nacepljanjem in precepljanjem zraslih kolonij 
na gojiščih z agarjem. Za osamitev smo uporabili gojišča DRBC, R2A, DG-18,        
MY10-12 in SNA. Nadaljnja izolacija do čistih kultur je potekala s precepljanjem na 
gojišča MEA, PDA in R2A. 
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V Prilogi A so navedene identifikacije nitastih gliv in kvasovk glede na tip vzorca, podane 
so tudi DNA regije, na podlagi katerih so bili sevi identificirani. 
 
Za habitat z najbolj pestro glivno združbo se je izkazal temni led, od koder so bili 
najpogosteje izolirane askomicetna črna kvasovka Oleoguttula mirabilis in dve 
bazidiomicetni kvasovki Glaciozyma aff. antarctica ter Rhodotorula svalbardensis. 
Druge občasno izolirane kvasovke so bile Vishniacozyma victoriae, Dothiora sp., Mrakia 
sp., Phenoliferia glacialis, Sporobolomyces ruberrimus, Tilletiopsis washingtonensis in 
neidentificirane bazidiomicetne kvasovke. Med najpogosteje izolirane nitaste glive iz 
temnega ledu spadajo glive rodu Cladosporium in Claussenomyces, manj pogosto 
izolirane glive pa so Acrodontium luzulae, Epicoccum sp., Aspergillus sp., Athelia sp., 
Bjerkandera adusta, Cadophora sp., Comoclathris lini, Comoclathris sp., 
neidentificirane glive Helotiales, Microdochium nivale, Penicillium bialowiezense in 
Venturia sp. 
 
Precej manj gliv v primerjavi z vzorci temnega ledu je bilo pridobljenih iz čistega ledu. 
Kljub temu so bile vrste Oleoguttula mirabilis, Glaciozyma aff. antarctica in Rhodotorula 
svalbardensis najpogosteje izolirane. Baeospora myosura, druge bazidiomicetne glive, 
Coleophoma sp. in Penicillium solitum so bile izolirane občasno. 
 
Med vrstami, izoliranimi iz supraglacialne vode, je bazidiomicetna kvasovka Glaciozyma 
aff. antarctica ena od dominantnih kvasovk v temnem in čistem ledu, pogosto prisotne 
pa so tudi Phenoliferia glacialis, Phenoliferia sp., Glaciozyma watsonii, Mrakia sp. in 
druge bazidiomicetne kvasovke. Nitaste glive, kot je Cladosporium sp., in 
neidentificirane glive redu Helotiales so prisotne občasno.  
 
Kljub nizkemu številu gliv pa svež sneg predstavlja vzorec z drugo največjo glivno 
raznolikostjo, kjer nobena vrsta ne prevladuje. Izolirani predstavniki nitastih gliv so bili 
Preussia sp., Neocucurbitaria sp., Cladosporium sp., Comoclathris sp., Sydowia 
polyspora, Hyalodendriella betulae, Coniochaeta rosae, Penicillium chrysogenum, P. 
crustosum, P. fusisporum, Penicillium sp., Thelebolus globosus, Venturia sp., 
neidentificirane askomicete, neidentificirana Dothideomycetes in Dothiora sp. Med 
vrstami kvasovk pa so bile prisotne Aureobasidium pullulans, Vishniacozyma carnescens, 
Vishniacozyma victoriae, Cystofilobasidium capitatum, Mrakia sp. in Tilletiopsis 
washingtonensis.  
 
Kriokonitne kotanje so se od ostalih vzorčenih habitatov razlikovale po visoki prisotnosti 
gliv rodu Articulospora, ki je v manjši meri prisotna tudi v vzorcih z visoko vsebnostjo 
ledenih alg. Tako kot v čistem in temnem ledu je Rhodotorula “svalbardensis” 
dominantna vrsta tudi v kriokonitnih kotanjah. Druge občasno prisotne glivne vrste so 
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bile Cladosporium sp., Vishniacozyma victoriae, Dothiora europaea, Mrakia sp., 
Glaciozyma antarctica-like in Preussia sp. 
 
4.2 SESTAVA ZDRUŽB BAKTERIJ Z GRENDLANDSKE ČRNE LEDENE 
PLOSKVE 
 
V Prilogi B so navedene identifikacije bakterijskih sevov glede na tip vzorca. 
 
Kriokonitne kotanje so imele najbolj raznoliko bakterijsko skupnost. Najpogosteje 
izolirane so bile vrste iz rodu Pseudomonas sp., sledile so Rugamonas rubra, 
Janthinobacterium sp. in Undibacterium sp. Med sporadično izoliranimi vrstami sta bili 
neznani vrsti družine Oxalobacteraceae in Sphingomonas sp. 
 
V temnem ledu so izolati pripadali Bacillus sp., Curtobacterium sp., Frigoribacterium 
sp., do sedaj negojljivi družini Oxalobacteraceae, Rugamonas rubra in Sphingomonas 
glacialis.  
 
V čistem ledu je bila večina izolatov Cryobacterium sp., kjub temu so bile prisotne še 
vrste, kot so Rugamonas rubra, Bacillus sp., Frigoribacterium sp., in neidentificirane 
vrste iz družine Oxalobacteraceae.  
 
V supraglacialni vodi so dominirale do zdaj negojljive vrste iz družine Oxalobacteraceae, 
Janthinobacterium sp., in Massilia sp. Sporadično sta se pojavljali Mesorhizobium sp. in 
Sphingomonas sp. 
 
V vzorcih snega je edini izolat spadal še neidentificirani vrsti rodu Curtobacterium.  
 
4.3 PROUČEVANJE MORFOLOGIJE SEVOV rodov Psychrophila in Articulospora 
 
4.3.1 Makroskopski pregled kolonij 
 
4.3.1.1 Rod Articulospora 
 
Slika 9 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Articulospora sp. nov. 
EXF-13072. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različnih temperaturah gojenja. V Preglednici 12 so zbrani 
podatki morfologije tega seva. 
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Slika 9: Makromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-13072, izoliranega iz vzorca površinskega 
ledu z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS 2016; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, 
MEA, OA in SNA, inkubacija pri temperaturah 4 °C, 15 °C in 24 °C po 28 dneh. 
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 15 °C. 
 
Preglednica 12: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Articulospora sp. nov. EXF-13072 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 15 °C in 24 °C. 
 
Gojišče Velikost 
(inkubacija na 
15 °C) 
Oblika Barva micelija Barva 
reverza 
Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 2,2 cm okrogla bež do rjav, ob 
robu svetlejši 
temen, ob 
robu svetel 
nitkast nagubana, 
hrapava, 
nitkasta ter 
puhasta 
MEA 2,5 cm okrogla bež, svetlo siv 
do rjav 
temen, ob 
robu svetel 
nitkast nitkasta, 
puhasta ter 
rahlo 
nagubana 
OA 3,3 cm okrogla nežno roza do 
oranžen, ob 
robu je barva 
intenzivnejša 
svetlo roza, 
ob robu 
temnejši 
roza 
nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 3,0 cm okrogla svetlo bel do 
prozoren 
brez reverza nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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Slika 10 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Articulospora sp. nov. 
EXF-12891. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 13 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
Slika 10: Makromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-12891, izoliranega iz vzorca kriokonitne 
kotanje, vzorčenje GrlS 2017; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, MEA, OA in SNA, inkubacija 
pri temperaturah 4 °C, 15 °C in 24 °C po 28 dneh. 
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 15 °C, razen na gojišču MEA, kjer je najhitrejša rast opazna pri inkubaciji pri 
24 °C. 
 
Preglednica 13: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Articulospora sp. nov. EXF-12891 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 15 °C in 24 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 15 °C) 
Oblika Barva micelija Barva 
reverza 
Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 2,8 cm okrogla bež, sivkast do 
rjav 
temen, ob 
robu svetel 
nitkast hrapava, 
nitkasta, 
puhasta, pri 
24 °C rahlo 
nagubana 
MEA 1,4 cm okrogla bež, bel temen, ob 
robu svetel 
nitkast nitkasta, 
puhasta, rahlo 
nagubana pri 
24 °C 
OA 4,1 cm okrogla nežno roza svetlo roza nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 3,4 cm okrogla svetlo bel do 
prozoren 
brez 
reverza 
nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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Slika 11 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Articulospora sp. nov. 
EXF-12569. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 14 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
Slika 11: Makromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-12569, izoliranega iz vzorca koncentriranih 
ledeniških alg, vzorčenje GrlS 2017; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, MEA, OA in SNA, 
inkubacija pri temperaturah 4 °C, 15 °C in 24 °C.  
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 15 °C. 
 
Preglednica 14: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Articulospora sp. nov. EXF-12569 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 15 °C in 24 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 15 °C) 
Oblika Barva micelija Barva 
reverza 
Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 2,2 cm okrogla bež, sivkast, ob 
robu temnejši 
temen na 
sredini, 
drugje 
svetel 
nitkast hrapava, 
nitkasta, 
puhasta in 
nagubana 
MEA 1,9 cm okrogla bež, sivkast temen, ob 
robu svetel 
nitkast nitkasta, 
puhasta ter 
rahlo 
nagubana 
OA 3,6 cm okrogla nežno roza pri nižji 
temperaturi in 
vedno intenzivnejši 
pri višji temperaturi 
svetlo roza, 
ob robu 
bolj 
intenziven 
nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 2,9 cm okrogla svetlo bel do 
prozoren 
brez 
reverza 
nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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Slika 12 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Articulospora sp. nov.  
EXF-12367. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 15 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
 
Slika 12: Makromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-12367, izoliranega iz vzorca površinskega 
ledu z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS 2016; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, 
MEA, OA in SNA, inkubacija pri temperaturah 4 °C, 15 °C in 24 °C, fotografije posnete po 28 dneh.  
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 24 °C, je pa hitrost rasti skoraj enaka tudi pri 15 °C. 
 
Preglednica 15: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Articulospora sp. nov. EXF-12367 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 15 °C in 24 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 15 °C) 
Oblika Barva micelija Barva 
reverza 
Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 2,1 cm okrogla bež, bel, pri 24 
°C je ob robu 
temnejši 
temen na 
sredini, 
drugje svetel 
nitkast hrapava, 
nitkasta, puhasta 
in rahlo 
nagubana 
MEA 1,7 cm okrogla bež, bel, rahlo 
sivkast pri 24 °C 
temen ob 
robu svetel 
nitkast nitkasta, puhasta 
ter rahlo 
nagubana 
OA 3,0 cm okrogla nežno roza, ob 
robu je barva 
intenzivnejša 
svetlo roza, 
ob robu bolj 
intenziven 
nitkast zelo ploščata in 
ravna 
SNA 2,9 cm okrogla svetlo bel do 
prozoren 
brez reverza nitkast zelo ploščata in 
ravna 
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Slika 13 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Articulospora sp. nov.  
EXF-13145. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 16 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
Slika 13: Makromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-13145, izoliranega iz vzorca površinskega 
ledu z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS 2017; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, 
MEA, OA in SNA, inkubacija pri temperaturah 4 °C, 15 °C in 24 °C, fotografije posnete po 28 dneh.  
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 24 °C na gojiščih PDA in MEA ter pri temperaturi 15 °C na gojiščih OA in 
SNA. 
 
Preglednica 16: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Articulospora sp. nov. EXF-13145 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 15 °C in 24 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 15 °C) 
Oblika Barva micelija Barva 
reverza 
Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 1,7 cm okrogla bež, bel, rahlo 
sivkast pri 24 
°C 
temen, ob 
robu svetel 
nitkast hrapava, 
nitkasta, puhasta 
in rahlo 
nagubana 
MEA 1,3 cm okrogla bež, bel temen, ob 
robu svetel 
nitkast nitkasta, puhasta 
ter rahlo 
nagubana 
OA 3,5 cm okrogla nežno roza do 
oranžen 
svetlo 
roza, ob 
robu bolj 
intenziven 
nitkast zelo ploščata in 
ravna 
SNA 3,4 cm okrogla svetlo bel do 
prozoren 
brez 
reverza 
nitkast zelo ploščata in 
ravna 
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Slika 14 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Articulospora sp. nov. 
EXF-13150. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 17 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
Slika 14: Makromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-13150, izoliranega iz vzorca površinskega 
ledu z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS 2017; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, 
MEA, OA in SNA, inkubacija pri temperaturah 4 °C, 15 °C in 24 °C, fotografije posnete po 28 dneh.  
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 24 °C. 
 
Preglednica 17: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Articulospora sp. nov. EXF-13150 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 15 °C in 24 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 15 °C) 
Oblika Barva micelija Barva 
reverza 
Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 2,1 cm okrogla bež, bel, rahlo 
sivkast do rjav 
temen, ob 
robu svetel 
nitkast hrapava, 
nitkasta, 
puhasta in 
rahlo nagubana 
MEA 1,5 cm okrogla bež, bel temen, ob 
robu svetel 
nitkast nitkasta, 
puhasta ter 
rahlo nagubana 
OA 2,8 cm okrogla nežno roza do 
oranžen, ob robu 
je barva 
intenzivnejša 
svetlo roza  nitkast zelo ploščata in 
ravna 
SNA 2,8 cm okrogla svetlo bel do 
prozoren 
brez 
reverza 
nitkast zelo ploščata in 
ravna 
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Slika 15 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Articulospora sp. nov. 
EXF-12240. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 18 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
Slika 15: Makromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-12240, izoliranega iz vzorca površinskega 
ledu z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS 2016; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, 
MEA, OA in SNA, inkubacija pri temperaturah 4 °C, 15 °C in 24 °C, fotografije posnete po 28 dneh. 
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 15 °C. 
Preglednica 18: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Articulospora sp. nov. EXF-12240 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 15 °C in 24 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 15 °C) 
Oblika Barva micelija Barva 
reverza 
Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 2,0 cm okrogla bež, bel, rahlo 
rjavkast 
temen, ob 
robu svetel 
nitkast hrapava, 
nitkasta, 
puhasta in 
rahlo 
nagubana 
MEA 2,0 cm okrogla bež, bel, rahlo 
rjavkast 
temen, ob 
robu svetel 
nitkast nitkasta, 
puhasta ter 
rahlo 
nagubana 
OA 3,3 cm okrogla nežno roza  svetlo roza  nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 2,9 cm okrogla svetlo bel do 
prozoren 
brez 
reverza 
nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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Slika 16 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Articulospora sp. nov. 
EXF-11234. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 19 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
Slika 16: Makromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-11234, izoliranega iz vzorca kriokonitne 
kotanje, vzorčenje GrlS 2016; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, MEA, OA in SNA, inkubacija 
pri temperaturah 4 °C, 15 °C in 24 °C, fotografije posnete po 28 dneh. 
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 15 °C. 
 
Preglednica 19: Opis morfoloških značilnosti kolonij sev Articulospora sp. nov. EXF-11234 po 4 
tednih inkubacije pri 4 °C, 15 °C in 24 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 15 °C) 
Oblika Barva micelija Barva 
reverza 
Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 2,6 cm okrogla bež, bel temen, ob 
robu svetel 
nitkast hrapava, 
nitkasta, 
puhasta in 
rahlo 
nagubana 
MEA 2,2 cm okrogla bež, bel temen, ob 
robu svetel 
nitkast nitkasta, 
puhasta ter 
rahlo 
nagubana 
OA 2,9 cm okrogla nežno roza do 
oranžen, ob robu je 
barva intenzivnejša 
svetlo roza, 
ob robu 
intenzivnejši 
nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 3,4 cm okrogla svetlo bel do 
prozoren 
brez reverza nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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Slika 17 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Articulospora 
tetracladia EXF-13790. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega 
seva na posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 20 so zbrani 
podatki morfologije tega seva. 
 
Slika 17: Makromorfologija seva Articulospora tetracladia EXF-13790, pridobljenega iz Češke zbirke 
mikroorganizmov; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, MEA, OA in SNA, inkubacija pri 
temperaturah 4 °C, 15 °C in 24 °C, fotografije posnete po 28 dneh. 
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 15 °C. 
 
Preglednica 20: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Articulospora tetracladia EXF-13790 po 4 
tednih inkubacije pri 4 °C, 15 °C in 24 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 15 °C) 
Oblika Barva micelija Barva reverza Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 3,4 cm okrogla bež, bel, rožnate 
pri 15 °C 
svetel nitkast hrapava, 
nitkasta,  
MEA 3,1 cm okrogla bež, bel, rožnat 
pri 15 °C 
Temen, ob 
robu svetel 
nitkast nitkasta, 
puhasta  
OA 4,5 cm okrogla nežno roza  svetlo roza  nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 3,0 cm okrogla svetlo bel do 
prozoren 
brez reverza nitkast zelo ploščata 
in ravna 
 
 
 
 
Majger P. Identifikacija … gliv iz rodov Psychrophila in Articulospora, … z grenlandske črne ledene ploskve.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
63 
 
Slika 18 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Articulospora atra 
EXF-13792. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 21 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
Slika 18: Makromorfologija seva Articulospora atra EXF-13792, pridobljenega iz Češke zbirke 
mikroorganizmov; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, MEA, OA in SNA, inkubacija pri 
temperaturah 4 °C, 15 °C in 24 °C, fotografije posnete po 28 dneh. 
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 24 °C, razen na gojišču SNA, kjer je rast najhitrejša pri gojenju  pri 15 °C. 
 
Preglednica 21: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Articulospora atra EXF-13792 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 15 °C in 24 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 15 °C) 
Oblika Barva micelija Barva reverza Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 2,5 cm okrogla bel, 
zelenosivkast do 
rjav rob pri 24 
°C 
temen, ob 
robu svetel 
nitkast hrapava, 
nitkasta ter 
puhasta 
MEA 2,3 cm okrogla bež, bel svetel nitkast nitkasta, 
puhasta  
OA 3,7 cm okrogla bel, bež pri 4 °C, 
svetlo rjav s 
temnim 
kolobarjem pri 
15 °C ter črn pri 
24 °C 
temen ob 
robu svetel 
nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 3,2 cm okrogla svetlo bel do 
prozoren 
brez reverza nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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Slika 19 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Cladochasiella 
divergens EXF-13793. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva 
na posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 22 so zbrani 
podatki morfologije tega seva. 
 
Slika 19: Makromorfologija seva Cladochasiella divergens EXF-13793, pridobljenega iz Češke zbirke 
mikroorganizmov; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, MEA, OA in SNA, inkubacija pri 
temperaturah 4 °C, 15 °C in 24 °C, fotografije posnete po 28 dneh. 
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 15 °C. 
 
Preglednica 22: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Cladochasiella divergens EXF-13793 po 4 
tednih inkubacije pri 4 °C, 15 °C in 24 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 15 °C) 
Oblika Barva micelija Barva reverza Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 3,4 cm okrogla bež, bel, rahlo 
sivkast 
temen, ob 
robu svetel 
nitkast hrapava, 
nitkasta ter 
puhasta 
MEA 3,1 cm okrogla bež, bel temen, ob 
robu je svetel 
nitkast nitkasta, 
puhasta  
OA 4,5 cm okrogla nežno roza svetlo roza nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 3,6 cm okrogla svetlo bel do 
prozoren 
brez reverza nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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V Preglednici 23 je prikazana primerjava makroskopskih lastnosti med izbranimi izolati 
sevov gliv, uvrščenih v rod Articulospora, in sorodnimi vrstami. Iz preglednice je 
razvidno, da imajo tako izolirani sevi kot tudi sevi vrst Articulospora tetracladia in 
Cladochasiella divergens optimum rasti pri 15 °C, medtem ko je optimum rasti seva 
Articulospora atra 24 °C. Na gojišču PDA so sevi z Grenlandije tvorili morfološko 
podobne kolonije kot izolata vrst Articulospora atra in Cladochasiella divergens. 
Kolonije vrste Articulospora tetracladia so se od kolonij grenlandskih sevov razlikovale 
po barvi micelija kolonij, zraslih pri 15 °C, ki je bil pri tej temperaturi rahlo rožnat, in po 
reverzu, ki je pri tej vrsti svetel. Na MEA-gojišču so kolonije grenlandskih sevov 
morfološko podobne kolonijam vrst Articulospora atra in Cladochasiella divergens. 
Kolonije vrste Articulospora tetracladia so se od kolonij grenlandskih sevov razlikovale 
po barvi micelija kolonij, zraslih pri 15 °C, ki je bil pri tej vrsti rahlo rožnat. Na OA 
gojišču so zrasle pri izoliranih sevih morfološko podobne kolonije kot pri vrstah 
Articulospora tetracladia in Cladochasiella divergens. Kolonije vrste Articulospora atra 
se od kolonij grendlandskih sevov razlikujejo po barvi micelija, ki je pri teh bež barve, v 
ostalih primerih pa rahlo rožnat, prav tako je razlika tudi v reverzu, ki je temen. Na gojišču 
SNA so zrasle pri izoliranih sevih morfološko podobne kolonije, kot tudi pri vrstah 
Articulospora tetracladia, Articulospora atra in Cladochasiella divergens. 
 
Preglednica 23: Primerjava makroskopskih lastnosti izoliranih sevov iz rodu Articulospora s sorodnimi 
vrstami. 
Gojišče/ 
sevi 
Sevi Articulospora 
sp. nov. EXF-13072, 
EXF-12891, EXF-
12569, EXF-12367, 
EXF-13145, EXF-
13150, EXF-12240, 
EXF-11234 
Articulospora 
tetracladia 
EXF-13790 
Articulospora atra 
EXF-13792 
Cladochasiella 
divergens 
EXF-13793 
T 
optimum 
15 °C 
 
15 °C 24 °C 15 °C 
PDA 
 
– kolonije: okrogle 
– micelij: bež do 
rjavo siv 
– reverz: temen, ob 
robu svetlejši 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura kolonije: 
nagubana, hrapava, 
nitkasta, puhasta 
– kolonije: 
okrogle 
– micelij: bež, 
bel, rožnat pri 15 
°C 
– reverz: svetel 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura 
kolonije: hrapava, 
nitkasta, puhasta 
– kolonije: okrogle 
– micelij: bel, zelo 
siv rob pri 24 °C 
– reverz: temen, ob 
robu svetel 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura 
kolonije: hrapava, 
nitkasta, puhasta 
– kolonije: okrogle 
– micelij: bež, bel, 
rahlo siv 
– reverz: temen, ob 
robu svetlejši 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura kolonije: 
nagubana, hrapava, 
nitkasta, puhasta 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 23: Primerjava makroskopskih lastnosti izoliranih sevov iz rodu Articulospora s 
sorodnimi vrstami. 
Gojišče/ 
sevi 
Sevi Articulospora 
sp. nov. EXF-13072, 
EXF-12891, EXF-
12569, EXF-12367, 
EXF-13145, EXF-
13150, EXF-12240, 
EXF-11234 
Articulospora 
tetracladia 
EXF-13790 
Articulospora atra 
EXF-13792 
Cladochasiella 
divergens 
EXF-13793 
MEA – kolonije: okrogle 
– micelij: bež do 
rjavo siv, svetlejši rob 
– reverz: temen, ob 
robu svetlejši 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura kolonije: 
rahlo nagubana, 
hrapava, nitkasta, 
puhasta 
– kolonije: 
okrogle 
– micelij: bež, 
bel, rožnat pri 15 
°C 
– reverz: temen, 
ob robu svetlejši 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura 
kolonije: hrapava, 
nitkasta, puhasta 
– kolonije: okrogle 
– micelij: bež, bel 
– reverz: svetel 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura 
kolonije: hrapava, 
nitkasta, puhasta 
– kolonije: okrogle 
– micelij: bež , bel 
– reverz: temen, ob 
robu svetlejši 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura kolonije: 
hrapava, nitkasta, 
puhasta 
OA – kolonije: okrogle 
– micelij: nežno roza 
do oranžen 
– reverz: svetlo roza, 
ob robu temnejši 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura kolonije: 
zelo ploščata in ravna 
– kolonije: 
okrogle 
– micelij: nežno 
roza 
– reverz: svetlo 
roza, 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura 
kolonije: zelo 
ploščata in ravna 
– kolonije: okrogle 
– micelij: bež, bel 
pri 4 °C, svetlo rjav 
s temnim 
kolobarjem pri 15 
°C, črn pri 24 °C 
– reverz: temen, ob 
robu svetlejši 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura 
kolonije: zelo 
ploščata in ravna 
– kolonije: okrogle 
– micelij: nežno roza 
– reverz: svetlo roza 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura kolonije: 
zelo ploščata in ravna 
SNA – kolonije: okrogle 
– micelij: svetlo bel 
do prozoren 
– brez reverza 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura kolonije: 
zelo ploščata in ravna 
– kolonije: 
okrogle 
– micelij: svetlo 
bel do prozoren 
– brez reverza 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura 
kolonije: zelo 
ploščata in ravna 
– kolonije: okrogle 
– micelij: svetlo bel 
do prozoren 
– brez reverza 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura 
kolonije: zelo 
ploščata in ravna 
 
– kolonije: okrogle 
– micelij: svetlo bel 
do prozoren 
– brez reverza 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura kolonije: 
zelo ploščata in ravna 
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4.2.1.2 Rod Psychrophila 
 
Slika 20 prikazuje fotografije plošč seva Psychrophila sp. nov. EXF-13094 po                
štiri-tedenski inkubaciji. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega 
seva na posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 24 so zbrani 
podatki morfologije tega seva. 
 
Slika 20: Makromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-13094, izoliranega iz vzorca koncentriranih 
ledeniških alg, vzorčenje GrlS 2017; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, MEA, OA in SNA, 
inkubacija pri temperaturah 4 °C, 10 °C in 20 °C, fotografije posnete po 28 dneh. 
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 10 °C, pri 20 °C pa rasti ni, kar nakazuje, da je psihrofilna. 
 
Preglednica 24: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Psychrophila sp. nov. EXF-13094 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 10 °C in 20 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
pri 10 °C) 
Oblika Barva micelija Barva reverza Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 1,2 cm okrogla bež, bel svetel nitkast hrapava, 
nitkasta ter 
puhasta 
MEA 1,0 cm okrogla bež, bel svetel nitkast nitkasta, 
puhasta  
OA 1,3 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 1,1 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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Slika 21 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Psychrophila sp. nov. 
EXF-12896. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 25 so zbrani podatki 
morfologije tega seva.   
 
Slika 21: Makromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-12896, izoliranega iz vzorca koncentriranih 
ledeniških alg, vzorčenje GrlS 2017; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, MEA, OA in SNA, 
inkubacija pri temperaturah 4 °C, 10 °C in 20 °C, fotografije posnete po 28 dneh. 
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 10 °C, pri 20 °C pa rasti ni, kar nakazuje, da je psihrofilna. 
 
Preglednica 25: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Psychrophila sp. nov. EXF-12896 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 10 °C in 20 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 10 °C) 
Oblika Barva micelija Barva reverza Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 1,3 cm okrogla bež, bel svetel nitkast hrapava, 
nitkasta ter 
puhasta 
MEA 1,1 cm okrogla bež, bel svetel nitkast nitkasta, 
puhasta  
OA 1,3 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 0,1 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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Slika 22 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Psychrophila sp. nov. 
EXF-12238. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 26 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
Slika 22: Makromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-12238, izoliranega iz vzorca površinskega 
ledu z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS 2016; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, 
MEA, OA in SNA, inkubacija pri temperaturah 4 °C, 10 °C in 20 °C, fotografije posnete po 28 dneh.  
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 10 °C, pri 20 °C pa rasti ni, kar nakazuje, da je psihrofilna. 
 
Preglednica 26: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Psychrophila sp. nov. EXF-12238 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 10 °C in 20 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 10 °C) 
Oblika Barva micelija Barva reverza Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 0,9 cm okrogla bež, bel svetel nitkast hrapava, 
nitkasta ter 
puhasta 
MEA 0,9 cm okrogla bež, bel svetel nitkast nitkasta, 
puhasta  
OA 0,7 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 0,4 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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Slika 23 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Psychrophila sp. nov. 
EXF-12237. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 27 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
Slika 23: Makromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-12237, izoliranega iz vzorca površinskega 
ledu z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS 2016; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, 
MEA, OA in SNA, inkubacija pri temperaturah 4 °C, 10 °C in 20 °C, fotografije posnete po 28 dneh.  
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 10 °C, pri 20 °C pa rasti ni, kar nakazuje, da je psihrofilna. 
 
Preglednica 27: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Psychrophila sp. nov. EXF-12237 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 10 °C in 20 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 10 °C) 
Oblika Barva micelija Barva reverza Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 1,1 cm okrogla bež, bel svetel nitkast hrapava, 
nitkasta ter 
puhasta 
MEA 1,0 cm okrogla bež, bel svetel nitkast nitkasta, 
puhasta  
OA 0,9 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 0,9 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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Slika 24 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Psychrophila sp. nov. 
EXF-12549. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 28 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
Slika 24: Makromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-12549, izoliranega iz vzorca površinskega 
ledu z visoko koncentracijo ledeniških alg, vzorčenje GrlS; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, 
MEA, OA in SNA, inkubacija pri temperaturah 4 °C, 10 °C in 20 °C, fotografije posnete po 28 dneh.  
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 10 °C, pri 20 °C pa rasti ni, kar nakazuje, da je psihrofilna. 
 
Preglednica 28: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Psychrophila sp. nov. EXF-12549 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 10 °C in 20 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 10 °C) 
Oblika Barva micelija Barva reverza Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 1,0 cm okrogla bež, bel svetel nitkast hrapava, 
nitkasta ter 
puhasta 
MEA 1,0 cm okrogla bež, bel svetel nitkast nitkasta, 
puhasta  
OA 1,2 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 0,7 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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Slika 25 prikazuje fotografije plošč po 4-tedenski inkubaciji seva Psychrophila sp. nov. 
EXF-12704. Na fotografijah je prikazana različna morfologija rasti istega seva na 
posameznem gojišču pri različni temperaturi gojenja. V Preglednici 29 so zbrani podatki 
morfologije tega seva. 
 
Slika 25: Makromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-12704, izoliranega iz vzorca supraglacialne 
vode, vzorčenje GrlS; tritočkovno nacepljen sev na gojišča PDA, MEA, OA in SNA, inkubacija pri 
temperaturah 4 °C, 10 °C in 20 °C, fotografije posnete po 28 dneh. 
Glede na izmerjene premere zraslih kolonij opazimo, da gliva najhitreje raste pri 
temperaturi 10 °C, pri 20 °C pa rasti ni, kar nakazuje, da je psihrofilna. 
 
Preglednica 29: Opis morfoloških značilnosti kolonij seva Psychrophila sp. nov. EXF-12704 po 4 tednih 
inkubacije pri 4 °C, 10 °C in 20 °C. 
Gojišče Velikost 
(inkubacija 
na 10 °C) 
Oblika Barva micelija Barva reverza Rob 
kolonije 
Struktura 
kolonije 
PDA 1,1 cm okrogla bež, bel svetel nitkast hrapava, 
nitkasta ter 
puhasta 
MEA 1,1 cm okrogla bež, bel svetel nitkast nitkasta, 
puhasta  
OA 10,9 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
SNA 0,9 cm okrogla bel svetel nitkast zelo ploščata 
in ravna 
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V Preglednici 30 je prikazana primerjava makroskopskih lastnosti med izbranimi izolati 
sevov gliv, uvrščenih v rod Psychrophila, in sorodnimi vrstami. Primerjali smo lahko le 
rast na gojišču PDA, saj so bile sorodne glive gojene le na tem. Iz preglednice je razvidno, 
da imajo izolirani sevi optimum rasti pri 10 °C, pri 20 °C pa ne rastejo. V nasprotju s tem 
imata vrsti Psychrophila antarctica in Psychrophila lutea optimum rasti pri 20 °C. Pri 
Psychrophila olivacea pa je rast primerljiva tako pri 10 °C kot tudi 20 °C. Na PDA-
gojišču so zrasle pri izoliranih sevih morfološko podobne kolonije kot pri vrsti 
Psychrophila antarctica. Od ostalih dveh vrst pa se razlikujejo po barvi micelija. Pri vrsti 
Psychrophila olivacea imajo kolonije na PDA-gojišču micelij svetlo do temno olivne 
barve, pri Psychrophila lutea pa je micelij svetlo do rjavo rumen.  
 
Preglednica 30: Primerjava makroskopskih lastnosti izoliranih sevov iz rodu Psychrophila s sorodnimi 
vrstami. 
Gojišče/ 
sevi 
Sevi Psychrophila sp. 
nov. EXF-13094, 
EXF-12896, EXF-
12238, EXF-12237, 
EXF-12549, EXF-
12704 
Psychrophila 
antarctica 
Psychrophila 
olivacea 
Psychrophila lutea 
T optimum – najhitreje rastejo 
pri 10 °C 
– pri 20 °C ne raste 
 
– najhitreje 
rastejo pri 20 °C 
– rast podobna pri 
10 °C in 20 °C 
– najhitreje 
rastejo pri 20 °C 
PDA 
 
– kolonije: okrogle  
– micelij: bež, bel 
– reverz: svetel 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura kolonije: 
hrapava, nitkasta, 
puhasta 
 
– kolonije: okrogle  
– micelij: kremno 
bel 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura 
kolonije: hrapava, 
nitkasta, puhasta 
– kolonije: okrogle  
– micelij: svetlo do 
temno oliven 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura 
kolonije: hrapava, 
nitkasta, puhasta, 
včasih nagubana 
– kolonije: okrogle  
– micelij: svetlo do 
rjavo rumen 
– rob kolonije: 
nitkast 
– struktura kolonije: 
hrapava, nitkasta, 
puhasta 
 
4.3.2 Mikroskopski pregled kolonij 
 
4.3.2.1 Rod Articulospora 
 
Za rod Articulospora sta značilna nastanek konidijev in njihova oblika. Ker gre za vodne 
hifomicete, te glive sporulirajo le v vodi. Da bi pri naših izolatih prišlo do nastanka spor, 
smo kulture na gojiščih PDA inkubirali 28 dni pri 15 °C, prelili s sterilno destilirano vodo 
in jih nadalje inkubirali pri 15 °C. Mikroskopske preparate smo pripravili iz neprelitih 
kolonij na PDA gojiščih in iz z vodo prelitih kolonij na PDA gojiščih. 
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Na Sliki 26 in slikah v Prilogi C so prikazane mikroskopske karakteristike pod svetlobnim 
mikroskopom preučevanih izolatov, izoliranih z Grenlandije, iz rodu Articulospora. Za 
rod Articulospora sta sicer značilna oblika konidijev in njihov nastanek. Izolati z 
Grenlandije niso sporulirali, opazili smo le rahlo razvejan septiran micelij, katerega hife 
so se ponekod združevale v svežnje. Za rod Articulospora sta značilna nastanek in oblika 
konidijev (Slika 27 A, E–I, puščica,), ki pa smo ju opazili pri izolatu A. tetracladia CCM 
F-12313 (=EXF-13790). Izolat vrste A. atra CCM F-00684 (=EXF-13792) je pod 
svetlobnim mikroskopom izgledal podobno kot grenlandski izolati in prav tako ni 
sporuliral (Slika 28). Na Sliki 29 so prikazane mikroskopske karakteristike izolata C. 
divergens CCM F-13489 (=EXF-13793) pod svetlobnim mikroskopom. Prikazane so tudi 
nastale spore, značilne za rod (puščica, Slika 29 B). 
 
 
Slika 26: Mikromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-13072 na neprelitem gojišču PDA, 
mikroskopski preparat. Oblike rasti glive na gojišču PDA s povečavo mikroskopa: 400-x A, B, 1000-x C, 
D, E, F, G. Merilo: 50 µm (100-x), 20 µm (400-x), 5 µm (1000-x povečava mikroskopa). Legenda: puščice 
prikazujejo hife. 
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Slika 27: Mikromorfologija seva A. tetracladia CCM F-12313 (=EXF-13790) na neprelitem gojišču PDA, 
mikroskopski preparat. Oblike rasti glive na gojišču PDA s povečavo mikroskopa: 400-x A,G, 1000-x B, 
C, D, E, I. Oblike spor iz vode prelitega gojišča PDA s povečavo mikroskopa: 400-x F, H. Merilo: 50 µm 
(100-x), 20 µm (400-x), 5 µm (1000-x povečava mikroskopa). Legenda: puščice prikazujejo hife (C, D), 
spore (A, E, F, G, H, I). 
 
 
Slika 28: Mikromorfologija seva A. atra CCM F-00684 (=EXF-13792) na neprelitem gojišču PDA, 
mikroskopski preparat. Oblike rasti glive na gojišču PDA s povečavo mikroskopa: 400-x A, 1000-x B,C, 
D, E, F. Merilo: 50 µm (100-x), 20 µm (400-x), 5 µm (1000-x povečava mikroskopa). Legenda: puščice 
prikazujejo hife. 
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Slika 29: Mikromorfologija seva Cladochasiella divergens CCM F-13489 (=EXF-13793) na neprelitem 
gojišču PDA, mikroskopski preparat. Oblike rasti glive na gojišču PDA s povečavo mikroskopa: 400-x A, 
E, 1000-x B,C, D, F. Merilo: 50 µm (100-x), 20 µm (400-x), 5 µm (1000-x povečava mikroskopa). Legenda: 
puščice prikazujejo hife (D, E, F), spore (B). 
Po mikromorfoloških lastnostih izbrane izolate sevov gliv iz rodu Articulospora težko 
primerjamo z ostalimi sorodnimi vrstami, saj ni prišlo do za rod značilnega nastanka spor. 
Iz slik mikroskopskih preparatov izoliranih sevov lahko opazujemo le hife. Prav tako ni 
prišlo do nastanka spor pri kulturi Articulospora atra. V nasprotju s tem pa smo značilne 
spore dobili pri vrstah Articulospora tetracadia in Cladochasiella divergens.  
 
4.2.2.2 Rod Psychrophila 
 
Na Sliki 30 in slikah v Prilogi D so prikazane mikromorfološke značilnosti proučevanih 
izolatov rodu Psychrophila z Grenlandije. Hife, široke od 2 do 4 µm so redko septirane, 
pogosto združene v svežnje (Slika 30 E). Vsi izolati sporulirajo in tvorijo za rod značilne 
samostojne konidiogene celice fialide (Slika 30 D), ki merijo 5–8 x 2,5–4,5 µm. Fialide 
imajo obstojne lijake, dolge od 2,5 do 3 µm, ter tvorijo majhne, kroglaste do elipsaste 
konidije premera od 2 do 3,5 µm.  
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Slika 30: Mikromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-12896 na PDA gojišču. Hife (C, D), 
konidiofori in konidiogene celice (E, F, G), konidiji (H, I). Povečave:400-x A, 1000-x B–I. Merila: 20 µm 
(A), 5 µm (B–I). 
Po mikromorfoloških lastnostih izbrane izolate sevov gliv iz rodu Psychrophila lahko 
primerjamo z ostalimi sorodnimi vrstami. Pri vseh izolatih so nastale za rod značilne 
spore, ki so primerljive s sporami pri vrstah Psychrophila antarctica, Psychrophila 
olivacea in Psychrophila lutea. Iz slik mikroskopskih preparatov lahko opazimo kratke 
fialide v obliki bučke, ki se na enem mestu razširjajo v lijak, iz katerega se sprošča okrogel 
konidij. 
 
4.4 ENCIMSKE AKTIVNOSTI IZOLATOV 
 
4.4.1 Rod Articulospora 
 
Za določanje encimskih aktivnosti smo izbrane izolate rodu Articulospora centralno 
nacepili na različna gojišča in jih gojili pri 15 °C od 2 do 3 tedne, nato smo odčitali 
rezultate reakcij. Rezultate izbranih izolatov smo primerjali z rezultati sevov A. 
tetracladia (tipska vrsta), A. atra ter Cladochasiell divergens, ki smo jih gojili na enakih 
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gojiščih pod enakimi pogoji (Preglednica 31). Grenlandski sevi se po encimskih 
aktivnostih niso bistveno razlikovali od primerjanih sevov zgoraj navedenih vrst.  
 
Iz Preglednice 31 je razvidno, da so imeli vsi naši grenlandski izolati amilazno 
(razgradnja škroba), beta glukozidazno (razgradnja aeskulina) in esterazno encimsko 
aktivnost (Tween 80), skoraj vsi so razgrajevali celulozo in kazein, le pri razgradnji uree 
sta bila pozitivna le dva, niti en izolat pa ni razgrajeval želatine in imel pektinazne ali 
pektinliazne aktivnosti. Od sorodnih vrst so se naši izolati razlikovali po sposobnosti 
razgradnje uree, v primeru naših okoljskih izolatov sta jo lahko razgradila le dva, v 
nasprotju s tem pa so ureo lahko razgradili vsi testirani sevi sorodnih vrst A. tetracladia, 
A. atra in C. divergens. Od vrste C. divergens so se naši izolati razlikovali po proteolitični 
aktivnosti na kazein, ki so ga lahko razgradili skoraj vsi naši izolati, sev vrste C. divergens 
pa kazeina ni bil sposoben razgraditi. 
 
Preglednica 31: Ekstracelularne encimske aktivnosti izolatov rodu Articulospora. 
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Pektinazna - - - - - - - - - - - 
Pektinliazna - - - - - - - - - - - 
Amilazna + + + + + + + + + + + 
Beta glukozidazna + + + + + + + + + + + 
Esterazna (Tween 80) + + + + + + + + + + + 
Ureazna - - + - + - - - + + + 
Proteazna (kazein) + + + + - + + + + + - 
Proteazna (želatina) - - - - - - - - - - - 
 
4.4.2 Rod Psychrophila 
 
V Preglednici 32 so prikazani rezultati ekstracelularne encimske aktivnosti izolatov rodu 
Psychrophila. Vsi izbrani sevi so imeli celulazno, amilazno, beta glukozidazno, esterazno 
in ureazno encimsko aktivnost, polovica jih je lahko razgradila kazein, manj kot polovica 
jih je lahko razgradilo želatino, niti en izbran sev pa ni imel pektinazne in pektinliazne 
aktivnosti. 
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Preglednica 32: Ekstracelularne encimske aktivnosti izolatov rodu Psychrophila. 
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4.5 SPOSOBNOST RASTI PRI RAZLIČNIH KONCENTRACIJAH SOLI  
 
4.5.1 Rod Articulospora 
 
Izolati rodu Articulospora niso bili sposobni rasti pri testiranih koncetracijah NaCl (od 2 
do 5 M) in MgSO4
.7H2O (od 2 do 3 M) (preglednica z rezultati v Prilogi E in F). 
 
4.5.2 Rod Psychrophila 
 
Izolati rodu Psychrophila niso sposobni rasti pri testiranih koncetracijah NaCl (od 2 do 
5 M) in MgSO4
.7H2O (od 2 do 3 M) (preglednica z rezultati v Prilogi G in H). 
 
4.6 FILOGENETSKA ANALIZA NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ  
 
4.6.1 Rod Articulospora 
 
Pri izolatih rodu Articulospora smo preučili filogenetske odnose z uporabo dveh izbranih 
nukleotidnih zaporedij: zaporedja ITS DNA (Slika 42) in podenot D1/D2 28S rDNA 
(Slika 43). Grenlandski sevi so v ITS in D1/D2 28S rDNA 100-odstotno identični 
tipskemu sevu vrste Cladochasiella divergens. Grupirajo se tudi skupaj z zaporedji sevov, 
uvrščenih v rod Articulospora, izoliranih iz ledenika na Grenlandiji, sedimenta 
kriokonitnih kotanj z ledenika na Norveškem in negojeno glivo iz gozdnih tal z Aljaske. 
Zaporedja ITS so bolj variabilna od podenot D1/D2, nakazujejo pa podobna sorodstvena 
razmerja z ostalimi vrstami rodov Tricladium, Fontanospora, Gyoerffyella, medtem ko 
se različne vrste rodu Articulospora (A. atra, A. tetracladia, A. proliferata) razporejajo 
polifiletsko med ostale rodove. Ne glede na ozko sorodnost in 100-odstotno identičnost 
grenlandskih sevov (naših izolatov) z zaporedjem edinega (tipskega) seva vrste 
Cladochasiella divergens grenlandske izolate uvrščamo v še neopisano vrsto rodu 
Articulospora.  
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Slike 31, 32 in 33 prikazujejo filogenetska drevesa, v katerih je prikazana sorodnost sevov 
vrste Articulospora, izoliranih iz okoljskih v primerjavi s sevi, katerih nukleotidno 
zaporedje ima najvišji odstotek podobnosti glede na rezultat algoritma BLAST. 
 
 
Slika 31: Filogenetsko drevo rodu Articulospora na osnovi poravnave nukleotidnega zaporedja regije ITS 
rDNA, izrisano v programu MEGA6 z metodo največje verjetnosti, s Kimura 2-parametričnim modelom z 
gamaporazdelitvijo in 500-kratnimi ponovitvami testa bootstrap. Zunanja skupina je tipski sev Dactylaria 
dimorphospore CBS 256.70. Nukleotidna zaporedja tipskih sevov so označena s »T«. Identifikacije v 
analizi uporabljenih primerjanih nukleotidnih zaporedij izhajajo iz baze podatkov NCBI. 
 
Majger P. Identifikacija … gliv iz rodov Psychrophila in Articulospora, … z grenlandske črne ledene ploskve.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
81 
 
 
Slika 32: Filogenetsko drevo rodu Articulospora na osnovi poravnave nukleotidnega zaporedja podenot 
D1/D2 28S rDNA, izrisano v programu MEGA6 z metodo največje verjetnosti, s Kimura 2-parametričnim 
modelom z gama porazdelitijo in 500-kratnimi ponovitvami testa bootstrap. Zunanja skupina je tipski sev 
Dactylaria dimorphospore CBS 256.70. Nukleotidna zaporedja tipskih sevov so označena s »T«. 
Identifikacije v analizi uporabljenih primerjanih nukleotidnih zaporedij izhajajo iz baze podatkov NCBI.  
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Slika 33: Filogenetsko drevo rodu Articulospora na osnovi poravnave nukleotidnega zaporedja regije ITS 
rDNA in  podenot D1/D2 28S rDNA, izrisano v programu MEGA6 z metodo največje verjetnosti, s Kimura 
2-parametričnim modelom z gama porazdelitvijo in 500-kratnimi ponovitvami testa bootstrap. Nukleotidna 
zaporedja tipskih sevov so označena s »T«. Identifikacije v analizi uporabljenih primerjanih nukleotidnih 
zaporedij izhajajo iz baze podatkov NCBI. 
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4.6.2 Rod Psychrophila 
 
Pri izolatih iz rodu Psychrophila smo poleg ITS in podenot D1/D2 28S rDNA preučili 
tudi filogenetske odnose z uporabo primerjave zaporedij genov, ki kodirajo elongacijski 
faktor 1-α ter β-tubulin. Rezultate smo prikazali v obliki filogenetskih dreves (slike v 
Prilogah od I do L). V analizi smo za izris dreves vključili tudi zaporedja, dobljena iz 
podatkovne baze NCBI, prepoznana kot najsorodnejša z uporabo algoritma BLAST; 
izbrali smo zaporedja tipskih vrst, zaporedja sevov, ki so opisana v literaturi, in zaporedja, 
ki so bila najsorodnejša našim. S pomočjo računalniškega programa MEGA6 smo 
poravnali in uredili vsa zaporedja DNA. Nato smo poiskali najprimernejši model in 
izrisali filogenetsko drevo z metodo največje verjetnosti.  
 
Pri analizi regije ITS se naši izolati lepo ločijo od ostalih, vendar je v tem primeru 
statistična podprtost izrisanega drevesa nekoliko majhna (Priloga I). Pri analizi podenot 
D1/D2 so okoljski izolati uvrščeni v enako skupino kot vrsta Psychrophila olivacea 
(Priloga J). Pri analizi zaporedij genov, ki kodirajo elongacijski faktor 1-alfa, so okoljski 
izolati uvrščeni najbljižje vrsti Psychrophila antarctica (Priloga K). Pri analizi zaporedij 
genov, ki kodirajo β-tubulin pa so okoljski izolati najbližje vrsti Psychrophila lutea 
(Priloga L). Iz primerjav, zaporedij genov, ki kodirajo elongacijski faktor 1-alfa ter            
β-tubulin, je razvidno, da naši grenlandski izolati spadajo v še neopisano vrsto rodu 
Psychrophila. 
 
4.7 INTERAKCIJE MED GLIVO Articulospora sp. nov. EXF-13072 IN 
LEDENIŠKIMA ALGAMA Ancylonema nordenskiöldii IN Mesotaenium berggrenii 
 
Slika 34 prikazuje interakcijo med glivo Articulospora sp. EXF-13072 in algo. Vzorec, 
iz katerega je bil pripavljen preparat, je iz gojenja v temi odvzet po osmih tednih 
inkubacije. Iz slike je opazna interakcija glivne hife z algo. Hife obdajajo in preraščajo 
celice alg, med njimi je ustvarjen stik. Interakcija, ki je nastala pri gojenju v temi, 
nakazuje na saprotrofno oziroma zaščitno vlogo glive v povezavi s produkcijo 
metabolitov pri algi. 
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Slika 34: Hife glive rodu Articulospora sp. nov. EXF-13072 v interakciji s celicami ledeniških alg 
Ancylonema nordenskiöldii in Mesotaenium berggrenii; sliki, posneti s SEM, prikazujeta interakcijo glive 
z algami po 8-tedenski inkubaciji v temi. Merilo 10 µm (A, B). Legenda: puščice prikazujejo celice alg. 
Slika 35 prikazuje interakcijo med glivo rodu Articulospora sp. nov. EXF-13072 in algo. 
Vzorec, iz katerega je bil pripavljen preparat, je iz gojenja na svetlobi in v temi odvzet po 
20 tednih inkubacije. S slike je opazna interakcija glivne hife z algo. Hife obdajajo in 
preraščajo celice alg, med njimi je ustvarjen stik. Interakcija, ki je nastala pri gojenju na 
svetlobi in v temi, nakazuje na zaščitno vlogo glive. Ta ščiti algo pred premočnim         
UV-sevanjem, tako kot je to značilno pri lišajih. 
 
 
Slika 35: Hife glive rodu Articulospora sp. nov. EXF-13072 v interakciji s celicami ledeniških alg 
Ancylonema nordenskiöldii in Mesotaenium berggrenii; sliki, posneti s SEM, prikazujeta interakcijo glive 
z algami po 20-tedenski inkubaciji na svetlobi in v temi. Merilo 10 µm (A, B). Legenda: puščice prikazujejo 
celice alg. 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
 
B 
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5 RAZPRAVA 
 
Glive so ubikvitarni, večinoma aerobni evkariontski organizmi. So kemoorganotrofi, ki 
se večinoma prehranjujejo z odmrlim organskim materialom, pri čemer si pomagajo s 
produkcijo ekstracelularnih encimov, ki razgradijo kompleksen organski material na 
enostavnejše gradnike. Glive poseljujejo različne habitate, med katerimi so tudi taki z 
ekstremnimi pogoji (Madigan in sod., 2010), kamor uvrščamo tudi hladna okolja, med 
katere spadata Grenlandija in grenlandska ledena ploskev, ki jo prekriva. Dosedanje 
mikrobne študije grenlandske ledene ploskve so se osredotočale na cvetenje ledenih alg 
(Yallop in sod., 2012) ter na številčnost in raznolikost bakterijskih skupnosti na ledu in v 
kriokonitnih kotanjah (Cameron in sod., 2015; Cameron in sod., 2016). Ni pa še bilo 
raziskav o raznolikosti in številčnosti gliv ter njihovi morebitni povezavi z ledenimi 
algami.  
 
V prvem delu naloge smo se osredotočili na izolacijo in identifikacijo gliv, zraslih iz 
vzorcev, odvzetih iz različnih habitatov grenlandske ledene ploskve, predvsem na izolate 
uvrščene v rodova Articulospora in Psychrophila, saj so nakazovali potencialno nove 
vrste. Izbrane izolate smo preučili na morfološkem nivoju (makroskopskem in 
mikroskopskem), določili njihove encimske aktivnosti, sposobnost rasti pri različnih 
temperaturah ter različnih koncentracijah soli, uporabili smo tudi molekularno-genetske 
metode, pri katerih smo preučevali nukleotidna DNA-zaporedja specifičnih genov 
izbranih predelov ribosomske DNA (ITS in podenot D1/D2). V drugem delu nas je 
zanimalo, ali je izolirana gliva iz rodu Articulospora v kakršnikoli interakciji z 
negojljivima ledeniškima algama Ancylonema nordenskiöldii in Mesotaenium 
berggrenii, ki na Grenlandiji povzročata črnenje ledu zaradi obilnega cvetenja in 
proizvodnje črnega pigmenta. 
 
5.1 DIVERZITETA PSIHROFILNIH GLIV IN BAKTERIJ Z GRENLANDIJE 
 
Na grenlandski ledeni ploskvi prevladujejo različne mikrobne skupnosti, ki naseljujejo 
sneg, led, supraglacialno vodo in kriokonitne kotanje (Cook in sod., 2015). Da bi preučili 
čim več habitatov, v katerih bi se lahko nahajale glive, smo odvzeli vzorce iz 5 različnih 
mest: svež sneg, supraglacialna voda, sediment in voda iz kriokonitnih kotanj in 
razpršenih kriokonitnih kotanj, površinski led z nizko ali visoko vsebnostjo alg.  
 
Medtem ko v zmernih pasovih Zemlje prevladujejo nitaste askomicetne glive, v polarnih 
in subpolarnih habitatih pogosteje najdemo bazidiomicetne kvasovke (Timling in sod., 
2014) in askomicetne črne kvasovke (Onofri in sod., 1999), kar je lepo vidno tudi iz naših 
rezultatov (Priloga A). Na grenlandski črni ledeni ploskvi je prisotna bogata in raznolika 
populacija gliv iz debel Ascomycota in Basidiomycota. 
 
Majger P. Identifikacija … gliv iz rodov Psychrophila in Articulospora, … z grenlandske črne ledene ploskve.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
86 
 
Habitat z najpestrejšo glivno združbo je temen led, kjer so prevladovale askomicetna črna 
kvasovka Oleoguttula mirabilis in bazidiomicetni kvasovki Rhodotorula 
“svalbardensis” in Glaciozyma antartica-like, ki sta bili občasno izolirani tudi iz čistega 
ledu. Oleoguttula mirabilis je bila prej znana le iz antarktičnih kamnin kot pripadnik 
kriptoendolitskih skupnosti (Selbmann in sod., 2005; Selbmann in sod., 2008; Egidi in 
sod., 2014). Zaradi njenih povezav s kamninami predvidevamo, da je na grenlandski črni 
ledeni ploskvi povezana z mineralnim prahom, prisotnim na temnem ledu, in tako 
doprinese vir hranil ledenim algam (Stibal in sod., 2017). Rhodotorula »svalbardensis« 
je psihrofilna kvasovka, predhodno izolirana le iz ledniških kriokonitnih lukenj na 
Svalbardu (Singh in sod., 2014). Vrstni epitet navajamo v navednicah, ker vrsta ni bila 
legitimno opisana. Glaciozyma antarctica pa velja za pravega psihrofila, značilnega za 
hladna okolja. O njeni prisotnosti so poročali že v raziskavah vzorcev iz alpskih in 
apeninskih ledenikov, Antarktike in morja (Turchetti in sod., 2011). Veliko raziskav na 
vrsti G. antarctica se osredotoča na sposobnosti sintetize »antifreeze« beljakovin in v 
hladnem aktivnih encimov, ki imajo velik potencial v biotehnologiji (Turchetti in sod., 
2011). Poleg teh dominantnih vrst so bile iz temnega ledu izolirane številne kvasovke, ki 
so večinoma pripadale rodovom Mrakia in Phenoliferia, identificirane v prejšnjih 
študijah iz ledeniških habitatov, zlasti iz staljene vode ledenikov (Margesin in Fell, 2008; 
Branda in sod., 2010; Pathan in sod., 2010). Melanizirane vrste rodu Cladosporium, 
večinoma izolirane iz snega, ki so se tudi pojavile v temnem ledu, kažejo na prenos spor 
po zraku. Rodovi debla Ascomycota, kot so Epicoccum, Preussia, snežne plesni 
Microdochium nivale, vsebujejo vrste, znane kot rastlinske endofite in rastlinske 
patogene, predvsem v polarnih in alpskih okoljih (Sati in Belwal, 2005; Sogonov in sod., 
2005; Bridge in Newsham, 2009). Bazidiomicetni sevi rodu Bjerkandera pa so bili 
pridobljeni le iz vzorcev temnega ledu. Ledeniške alge, prisotne na temnem ledu, imajo 
pomembno vlogo na temnem ledu grenlandske ledene ploskve, saj koncentracija celic 
lahko doseže 104 celic/mL (Yallop in sod., 2012; Williamson in sod., 2018). Visoka 
primarna proizvodnja ledenih alg predstavlja pomemben vir organskih snovi in hranil 
(Brown in sod., 2015), ki lahko podpira obilno glivno in bakterijsko skupnost.  
 
Sneg predstavlja habitat z drugo največjo glivno raznolikostjo. Znotraj Dothideomycetes 
sta dva rodova Aureobasidium in Cladosporium znana po svoji toleranci na stres in sta 
pogosto izolirana iz ekstremnih okolij (Gunde Cimerman in sod., 2003; Turchetti in sod., 
2008; Zalar in sod., 2012). Številni izolati iz snega so pripadali različnim vrstam rodu 
Penicillium sp., vendar pa je vrsta sorodna P. bialowiezense edini predstavnik rodu 
Penicillium, ki je bil prisoten tudi v temnem ledu. Glive iz snega in temnega ledu so si 
bile med seboj najbolj različne.  
 
Kriokonitne kotanje so imele nizko raznovrstnost gliv. V vzorcih so prevladovale glive 
rodu Articulospora. Gre za sladkovodne glive iz družine Helotiales, ki so bile prisotne 
tudi v vzorcih z visoko koncentracijo ledeniških alg. Njihova prisotnost je bila opažena v 
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tesni povezavi z delci mrtvih in živih ledenih alg, kar kaže na potencialno vlogo glive pri 
njihovi razgradnji. Articulospora je bila že opažena pri raziskavah kriokonitnih kotanj na 
Svalbardu (Singh in Singh, 2012; Edwards in sod., 2013; Singh in sod., 2016). Druge 
vrste so bile predvsem bazidiomicetne kvasovke, kot je Mrakia sp., R. „svalbardensis“, 
in vrsta, sorodna kvasovki Glaciozyma antarctica.  
 
Bakterijski izolati iz naših vzorcev so bili večinoma predstavniki skupin Proteobacteria 
(α, β in γ) in Actinobacteria. Kriokonitne kotanje so imele najbolj raznoliko bakterijsko 
skupnost. Najpogosteje izolirane vrste so spadale v kraljestvo Proteobacteria. To so 
Gram-negativne bakterije, široko zastopane v naravi in zelo metabolno raznolike. Glive 
iz kraljestva Proteobacteria so prevladovale tudi v temnem in čistem ledu ter 
supraglacialni vodi, kjer so bili prisotni tudi predstavniki Actinobacteria, v čistem ledu 
pa tudi Firmicutes. Od vseh zbranih vzorcev so se po bakterijski diverziteti najbolj 
razlikovali vzorci snega, kjer so prevladovali izolati Actinobacteria, ki so pogosti v 
kriokonitnih luknjah (Gokul in sod., 2016). 
 
5.2 ROD Articulospora 
 
Izmed izoliranih gliv je bilo kar nekaj izolatov, ki smo jih na podlagi medsebojne 
podobnosti in različnosti od drugih vrst po prvih analizah nukleotidnih zaporedij ITS 
rDNA uvrstili v potencialno novo vrsto rodu Articulospora. Zato smo izbrali 8 teh 
izolatov in jih primerjali s sorodnimi sevi vrst Articulospora tetracladia, Articulospora 
atra in Cladochasiella divergens.  
 
Pri preučevanju morfologije smo odkrili, da so kolonije domnevno nove vrste rodu 
Articulospora najhitreje rastle pri 15 °C, le ponekod pa je bila rast primerljiva oziroma 
boljša pri 24 °C. Pri vseh izolatih so si bile kolonije med seboj zelo podobne. Na          
PDA- in MEA-gojišču so zrasle kolonije v bež, rjavkastosivih odtenkih, z reverzom, ki je 
bil na sredini temen in ob robu svetel, rob kolonij je bil nitkast, struktura pa puhasta, rahlo 
nagubana. Na OA-gojišču so zrasle nežno rožnate kolonije, z rožnatim reverzom, 
nitkastim robom, po strukturi pa so bile precej ploščate. Na SNA-gojišču so zrasle bele, 
skoraj prozorne kolonije, s svetlim reverzom, kolonije so bile ploske.  
 
Od kolonij sorodne vrste Articulospora tetracladia so se kolonije naših izolatov 
razlikovale po barvi micelija in reverza kolonij, zraslih na PDA- ter MEA-gojišču. Od 
sorodne vrste Articulospora atra pa so se razlikovale po optimalni temperaturi rasti, ki je 
bila pri tej vrsti 24 °C, razlike v barvi micelija pa je bilo mogoče opaziti pri kolonijah, 
zraslih na OA-gojišču. Od sorodne vrste Cladochasiella divergens se kolonije naših 
izolatov po makromorfoloških lastnostih niso razlikovale. Iz opisanih lastnosti lahko torej 
rečemo, da naši izolati morfološko sicer nakazujejo največ podobnosti z vrsto C. 
divergens, vendar pa pri naših izolatih nismo opazili sporulacije, ki je bila razvidna pri 
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tipskem sevu C. divergens. Menimo, da je zelo malo verjetno, da sicer edini izolat vrste 
C. divergens, ki je bil izoliran kot kontaminant kulture vodne hifomicete (Baschien in 
sod., 2013), predstavlja isto vrsto kot naši izolati, ki smo jih poimenovali Articulospora 
in jih izolirali iz specifičnih hladnih okolij na Grenlandiji. Glede na to, da nam pri teh 
glivah ni uspelo pomnožiti genov, ki bi kodirali proteine in jih uporabiti v filogenetskih 
analizah, še vedno dopuščamo možnost, da grenlandski izolati predstavljajo novo vrsto, 
ki je na podlagi zaporedij ITS in podenot D1/D2 ne moremo ločiti od vrste Cladochasiella 
divergens in potencilnih drugih vrst tega rodu. Podobni primeri so med glivami pogosti, 
npr. različnih vrst rodov Aspergilus, Penicillium, Cladosporium, Fusarium in še drugih 
rodov ne moremo ločiti na podlagi omenjenih DNA-zaporedij, zaradi česar so 
raziskovalci za njihovo identifikacijo in filogenetsko uvrstitev izbrali druge, variabilnejše 
odseke DNA (Jang in sod., 2012; Yin in sod., 2017; Oliveira in sod., 2018; Al-Jardi in 
sod., 2018). Problem uvrstitve v specifičen rod pa predstavlja neurejena taksonomija 
skupine, saj je iz naših in drugih filogenetskih analiz razvidno, da je Articulospora 
polifiletski rod (Baral in sod., 2013; Baschien in sod., 2013).   
 
Pri mikroskopiranju, s katerim smo želeli opazovati nastanek konidiogenih celic in 
konidijev, smo naleteli na nekaj težav, saj izolati niso sporulirali. Ker so glive rodu 
Articulospora vodne hifomicete, ki sporulirajo le v vodi, smo plošče PDA s kolonijami 
prelili s sterilno destilirano vodo in dalje inkubirali. Na preparatih, narejenih iz neprelitih 
kolonij, smo lahko opazovali le hife. Po zalitju kultur z vodo ni prišlo do nastanka spor. 
Prav tako spor nismo opazili pri vrsti Articulospora atra. V nasprotju pa smo spore opazili 
pri vrstah Articulospora tetracadia in Cladochasiella divergens. Iz pregleda slik 
mikroskopskih preparatov izbrane izolate sevov gliv iz rodu Articulospora težko 
primerjamo z ostalimi sorodnimi vrstami, saj nismo uspeli vzpodbuditi sporulacije.  
 
Pri opazovanju tvorbe ekstracelularnih encimov in razgradnje različnih substratov smo 
ugotovili, da vsi grenlandski izolati lahko razgrajujejo škrob, cepijo β-glukozidazno vez 
in maščobne kisline, skoraj vsi so lahko razgradili celulozo in kazein, le dva izolata ureo, 
noben izbran izolat pa ni imel proteazne, pektinazne in pektinliazne aktivnosti. Od 
sorodnih vrst so se naši izolati razlikovali po nezmožnosti razgradnje uree, ki so jo vse tri 
sorodne vrste A. tetracladia, A. atra in C. divergens lahko razgradile. Od vrste C. 
divergens so se naši izolati razlikovali še po sposobnosti razgradnje kazeina, ki ga sev 
vrste C. divergens ni bil sposoben razgraditi. Iz pridobljenih rezultatov encimskih 
aktivnosti lahko povzamemo, da imajo izbrani izolati v večini primerov enake 
sposobnosti razgradnje.   
 
Z gojenjem izolatov pri različnih temperaturah smo jih lahko uvrstili med psihrofile ali 
psihrotolerantne. Optimum izolatov rodu Articulospora je med 15 in 24 °C, zaradi česar 
jih uvrščamo med psihrotolerantne. Z gojenjem izolatov pri različnih koncentracijah soli 
smo želeli ugotoviti, ali imajo poleg sposobnosti rasti pri nizkih temperaturah tudi 
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sposobnost rasti pri visokih konentracijah soli. Noben grenlandski izolat in tudi sevi 
sorodnih vrst A. tetracladia, A. atra in C. divergens niso rastli ob dodatku soli, tako NaCl 
kot tudi MgSO4. 
 
Za rod Articulospora je znano, da je polifiletski. Molekularni pristopi lahko v prihodnje 
pomagajo razrešiti filogenetske pozicije posameznih vrst in zagotovijo popolnejšo sliko. 
Iz izrisanih filogenetskih dreves vidimo, da se glede na analizo regij ITS in LSU naši 
izolati uvrščajo v vrsto Cladochasiella divergens in ne v rod Articulospora. Težava je v 
polifiletski značilnosti tega rodu.  
 
Zaključimo lahko, da so naši izolati najbolj podobni C. divergens, tako po strukturi 
kolonij kot tudi na osnovi izvedenih molekularnih analiz. Je pa potrebno poudariti, da 
opis vrste C. divergens temelji le na enem sevu, a je njegov izvor nepoznan, saj je zrasel 
kot kontaminant kulture shranjene v destilirani vodi. Razlika med našimi izolati in C. 
divergens je v odsotnosti spor pri naših izolatih. Ravno spore pa so najpomembnejši 
morfološki pokazatelj sorodnosti vrst.  
 
5.3 ROD Psychrophila 
 
Izmed izoliranih gliv je nekaj med seboj podobnih izolatov nakazovalo odkritje nove vrste 
rodu Psychrophila. Izbrali smo 6 izolatov in jih primerjali s sorodnimi sevi P. antarctica, 
P. lutea in P. olivacea, opisanih v članku Wang in sod., 2015. Za primerjavo smo si 
pomagali z opazovanjem makromorfoloških lastnosti zraslih kolonij na PDA-gojišču, 
mikromorfoloških lastnosti in z molekularnimi metodami. 
 
Pri preučevanju morfologije smo odkrili, da kolonije domnevno nove vrste rodu 
Psychrophila najhitreje rastejo pri 10 °C, pri inkubaciji pri 20 °C pa rasti ni, zaradi česar 
jih uvrščamo med psihrofile. To je že tudi prva razlika, po kateri se razlikujejo od 
sorodnih vrst P. antarctica, P. olivaea in P. lutea, ki imajo optimum pri 20 °C. Pri vseh 
grenlandskih izolatih so si bile kolonije morfološko zelo podobne. Na vseh gojiščih so 
zrasle bele kolonije, s svetlim reverzom in nitkastim robom. Struktura kolonij na gojišču 
PDA in MEA je bila puhasta, na gojišču OA in SNA pa so bile kolonije ploščate. 
 
Kolonije grenlandskih izolatov so bile na PDA-gojišču morfološko zelo podobne 
kolonijam vrste Psychrophila antarctica. Od ostalih dveh sorodnih vrst pa so se kolonije 
naših izolatov razlikovale po barvi zraslega micelija. Pri vrsti Psychrophila olivacea 
imajo kolonije na PDA gojišču micelij svetlo do temno olivne barve, pri Psychrophila 
lutea, pa je micelij svetlo do rjavo rumen (Wang in sod., 2015). Iz opisanih lastnosti lahko 
rečemo, da naši izolati morfološko kažejo več podobnosti z vrsto P. antarctica. 
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Iz preparatov kolonij na gojiščih PDA, inkubiranih pri 10 °C, smo pod mikroskopom 
opazovali nastanek značilnih konidiogenih celic stekleničastih oblik, ki se na enem koncu 
lijakasto razširijo in tvorijo okrogle ali elipsoidne konidije. Pri vseh grenlandskih izolatih 
lahko opazimo nastanek za rod značilnih konidiogenih celic, ki so primerljive pri vrstah 
Psychrophila antarctica, Psychrophila olivacea in Psychrophila lutea (Wang in sod., 
2015). 
 
Pri opazovanju produkcije ekstracelularnih encimov oz. razgradnje različnih substratov 
smo ugotovili, da izolati grenlandskih vzorcev, uvrščenih v rod Psychrophila, vsi 
razgrajujejo celulozo, škrob, cepijo β-glukozidazno vez maščobne kisline in ureo, 
polovica jih lahko razgradi kazein, manj kot polovica pa jih lahko razgradi želatino, noben 
izbran sev pa nima pektinazne in pektinliazne aktivnosti. Povzamemo lahko, da so si 
okoljski izolati po produkciji ekstracelularnih encimov zelo podobni, razlikujejo se le po 
proteazni aktivnosti. Ne moremo pa primerjati naših izolatov s sorodnimi vrstami, saj 
zanje nimamo podatkov o sposobnosti razgradnje teh substratov. 
 
Z gojenjem izolatov pri različnih temperaturah smo jih lahko uvrstili med psihrofile ali 
psihrotolerantne. Izolati rodu Psychrophila so najhitreje rastli pri temperaturi 10 °C, niso 
pa bili sposobni rasti pri 20 °C, zaradi česar jih uvrščamo med psihrofile. Z gojenjem 
izolatov pri različnih koncentracijah soli smo želeli ugotoviti, ali imajo poleg sposobnosti 
rasti pri nizkih temperaturah tudi sposobnost rasti pri visokih koncentracijah soli. Noben 
okoljski izolat ni rastel ob dodatku soli, tako NaCl kot tudi MgSO4 ne. Prav tako pa naših 
izolatov nismo mogli primerjati s sorodnimi vrstami po sposobnosti rasti na soli, saj zanje 
nimamo podatkov. 
 
Izrisana filogenetska drevesa, v katerih smo primerjali različne regije v nukleotidnem 
zaporedju nakazujejo, da izolati predstavljajo novo vrsto znotraj rodu Psychrophila. Pri 
analizi regije ITS se naši izolati lepo ločijo od ostalih, je pa v tem primeru statistična 
podprtost (bootstrap test) nekoliko majhna. Pri analizi LSU regije so naši okoljski izolati 
uvrščeni v enako skupino kot vrsta Psychrophila olivacea, kar bi lahko nakazovalo ozko 
sorodnost. Vendar pa je analiza beta tublinske regije in elongacijskega faktorja naše 
izolate z visoko statistično podprtostjo ločila v svojo skupino. Iz primerjave vseh štirih 
filogenetskih dreves lahko sklepamo, da naši grenlandski izolati res predstavljajo novo 
vrsto. 
 
Iz rezultatov lahko zaključimo, da so naši izolati po strukturi kolonij najbolj podobni vrsti 
P. antarctica, se pa od vseh sorodnih vrst razlikujejo po optimalni temperaturi rasti. 
Sporulacija podpira uvrstitev v rod Psychrophila, molekularne analize pa uvrstitev v novo 
vrsto tega rodu.  
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5.4 INTERAKCIJA MED GLIVAMI IN ALGAMI 
 
Že v predhodnih raziskavah so prišli do ugotovitve, da bi lahko imele ledene alge 
pomembno vlogo na temnem ledu GrlS, kjer dosežejo tudi do 104 celic na mL ter imajo 
sposobnost kopičenja organskega ogljika (Yallop in sod., 2012; Williamson in sod., 
2018). Visoka primarna proizvodnja ledenih alg predstavlja pomemben vir organskih 
snovi in hranil, ki lahko podpirajo rast gliv in bakterij. V preteklosti so prav tako že 
poročali o sočasnem pojavu ledenih alg in gliv. Poleg tega so ledene alge med najbližjimi 
živimi sorodniki kopenskih rastlin (Brown in sod., 2015). Za alge iz razreda 
Zygnematophyceae (Ancylonema nordenskiöldii in Mesotaenium berggrenii), ki so 
prisotne na GrlS, so filogenetske analize pokazale, da spadajo med streptofite, ki so se v 
preteklosti prilagodili na kopensko življenje. Ena od številnih pomembnih prilagoditev 
potrebna za prehod iz vodnih na kopenski habitat, je bila sposobnost oblikovanja 
simbiotskih odnosov z glivnimi skupnostmi, ki so jim omogočili dostop do za življenje 
pomembnih virov hranil. Člani Helotiales, kamor se uvrščajo naši izolati, so askomicetne 
glive, sorodne mikoriznim glivam, ki se povezujejo z rastlinsko družino Ericaceae, ki 
raste na polarnih območjih. Articulospora sp., ki dominira v vzorcih z visoko 
koncentracijo alg, je sladkovodna gliva iz družine Helotiales. Njeno prisotnost so opazili 
v tesni povezavi z mrtvimi in živimi ledenimi algami, ki jih obdaja algni 
eksopolisaharidni sloj, kar kaže na potencialno vlogo gliv pri razgradnji ledenih alg. Te 
glive lahko imajo poleg razkrojevalne vloge tudi pozitivne ali negativne, do sedaj še 
neopisane interakcije z ledenimi algami (Singh in Singh, 2012; Edwards in sod., 2013; 
Singh in sod., 2016). 
 
Iz vzorcev temnega ledu, v katerih sta v velikih koncentracijah zaradi cvetenja prisotni 
ledeniški algi Ancylonema nordenskiöldii in Mesotaenium berggrenii, smo izolirali precej 
izolatov, ki smo jih preliminarno identificirali v rod Articulospora, kar je dalo povod za 
predpostavko, da mogoče obstaja interakcija med sevi teh gliv in fotobionti. Iz 
mikroskopskih slik vzorcev iz eksperimenta, pri katerem smo v kokulturi gojili izbrani 
sev glive in ledeniški algi Ancylonema nordenskiöldii in Mesotaenium berggrenii, smo 
opazili stike med hifami glive in celicami alg, ki spominjajo na primitivno obliko lišaja. 
Iz slik je razvidno, da hife rastejo po površini celic alg in oblikujejo »mrežo«, v katero so 
vključene celice alg. Samo na osnovi vizualnega opazovanja lahko zaključimo, da 
interakcija spominja na simbiotsko interakcijo, značilno za lišaje. V tem primeru algi 
predstavljata fototrofnega partnerja, preko katerega gliva pridobi sladkorje za rast, gliva 
pa nudi algama zaščito in oporo. 
 
5.5 KONČNE UGOTOVITVE 
 
Glede na dobljene rezultate hipotezo, da izolirani sevi gliv rodu Articulospora 
predstavljajo novo vrsto, zaenkrat ne moremo niti potrditi niti ovreči. Potrdimo pa lahko 
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hipotezo, da izolirani sevi gliv rodu Psychrophila predstavljajo novo vrsto. Potrdimo 
lahko tudi hipotezo, da so izolirani sevi gliv iz rodu Articulospora v specifični interakciji 
z ledeniškima algama. 
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6 SKLEPI 
 
Iz rezultatov naše študije lahko podamo naslednje sklepe: 
 
– Največji delež glivne združbe vzorcev z Grenlandije predstavljajo glive iz debel 
Ascomycota in Basidiomycota. 
 
– Največji delež bakterijske združbe vzorcev z Grenlandije predstavljajo bakterijski 
predstavniki Proteobacteria (α, β in γ) in Actinobacteria. 
 
– Izolate gliv domnevno nove vrste Articulospora glede na makromorfološke lastnosti in 
analize zaporedij ribosomske DNA uvrščamo v vrsto Cladochasiella divergens, vendar 
pa na podlagi izvora teh sevov in manjkajočih značilnosti, kot je sporulacija, menimo, da 
predstavljajo še neopisano vrsto.  
 
– Izolati gliv domnevno nove vrste Articulospora imajo v večini primerov enake lastnosti 
in sposobnosti razgradnje izbranih organskih snovi kot sorodne vrste Articulospora 
tetracladia, Articulospora atra in Cladochasiella divergens. 
 
– Izolati gliv preliminarno uvrščenih v nov rod Articulospora in vrste A. tetracladia, A. 
atra ter C. divergens niso sposobni rasti pri povišani koncentraciji soli (tako NaCl kot 
tudi MgSO4) 
 
– Izolati gliv, preliminarno uvrščenih v rod Psychrophila, so po makromorfoloških 
lastnostih najbolj podobni vrsti P. antarctica, po mikromorfoloških lastnostih pa 
primerljivi sorodnim vrstam Psychrophila antarctica, Psychrophila olivacea in 
Psychrophila lutea, saj smo pri vseh opazili za rod značilen nastanek spor. Zato jih lahko 
uvrstimo v rod Psychrophila. 
 
– Izolate gliv, preliminarno uvrščenih v rod Psychrophila, na osnovi molekularnih analiz 
uvrščamo v novo vrsto. 
 
– Izolati gliv, preliminarno uvrščenih v rod Psychrophila, so si zelo podobni po 
proučevanih encimskih aktivnostih, razlikujejo se le po proteazni aktivnosti. 
 
– Izolati gliv, preliminarno uvrščenih v rod Psychrophila, niso sposobni rasti pri povišani 
koncentraciji soli (tako NaCl, kot tudi MgSO4). 
 
– Izbran izolat glive, preliminarno uvrščene v rod Articulospora, je vzpostavil lišaju 
podobno interakcijo z algama Ancylonema nordenskiöldii in Mesotaenium berggrenii.  
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7 POVZETEK  
 
Grenlandija je največji otok na svetu. Večino njene površine zavzema grenlandska ledena 
ploskev, ki zaradi nizkih temperatur, izpostavljenosti UV in nihanju vodne aktivnosti 
predstavlja habitat z ekstremnimi pogoji rasti. Kljub temu jo naseljujejo različne 
prilagojene mikrobne skupnosti. Na grenlandski ledeni ploskvi so se v zadnjih 15. letih v 
poletnih mesecih začela pojavljati temna področja ledu kot posledica cvetenja temno 
obarvanih alg iz razreda Zygnematophyceae. V dosedanjih študijah so se osredotočili 
predvsem na ledeniške alge in bakterije, glive pa do danes še niso bile raziskane. V okviru 
evropskega projekta »Black and Bloom«, ki se ukvarja s pojavom temnenja grenlandske 
ledene ploskve in njegovimi posledicami, smo preučili izolate gliv rodu Articulospora in 
Psychrophila, saj domnevno predstavljajo novi vrsti.  
 
Iz vzorcev 5 različnih habitatov iz Grenlandije je bilo izoliranih 260 glivnih in 46 
bakterijskih sevov. Sodelovali smo pri njihovi identifikaciji na osnovi nukleotidnih 
zaporedij regije ITS pri nitastih glivah, podenot D1/D2 28S rDNA pri kvasovkah ter 16S 
rDNA pri bakterijah.  
 
Cilj našega dela sta bili predvsem identifikacija in karakterizacija sevov gliv domnevno 
nove vrste iz rodu Articulospora in Psychrophila. Preučili smo njihovo morfologijo na 
makromorfološki in mikromorfološki ravni, fiziologijo ter določene biokemijske 
lastnosti. Pri identifikaciji smo si pomagali z molekularno genetskimi metodami. Poleg 
tega smo želeli preučiti, ali se izolirane glive nahajajo v interakciji z ledeniškimi algami, 
odkritimi na temnih področjih grenlandske ledene ploskve. 
 
Za izolate domnevno nove vrste rodu Articulospora pripadnosti novi vrsti zaenkrat nismo 
potrdili, saj nismo opazili za rod značilnih spor. Po nukleotidnih zaporedjih ITS rDNA so 
najsorodnejši vrsti Cladochasiella divergens, vendar pa na podlagi različnega izvora teh 
sevov menimo, da je vseeno možno, da predstavljajo še neopisano vrsto. Za izolate 
domnevno nove vrste, preliminarno uvrščene v rod Psychrophila, pa lahko potrdimo, da 
predstavljajo novo vrsto znotraj rodu Psychrophila. Potrdimo lahko tudi, da je izbrana 
gliva rodu Articulospora z algami v specifični simbiotski interakciji, ki spominja na 
primitivno obliko lišaja.   
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PRILOGE 
 
Priloga A: Seznam identificiranih sevov nitastih gliv in kvasovk z različnih vzorcev na 
Grenlandiji, vzorčenih v letih 2016 in 2017, razvrščenih glede na tip vzorca ter            
DNA-regije, na osnovi katere so bili identificirani. 
Vzorec Oznaka 
seva EXF- 
Vrsta Deblo DNA regija za 
identifikacijo 
Temen led 
(2016) 
 
11459 Aspergillus conicus Ascomycota ITS  
11439 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11440 Penicillium sp. Ascomycota ITS 
11441 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11442 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11443 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11444 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11445 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11446 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
Svetel led 
(2016) 
11241 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11242 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11452 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11453 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11454 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11455 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11456 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11457 Aspergillus conicus Ascomycota ITS 
11458 Aspergillus conicus Ascomycota ITS 
Razpršena 
kriokonitna 
kotanja (2016) 
11437 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11438 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11216 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11217 Cladosporium sp. Ascomycota ITS  
11218 Penicillium aff. bialowiezense Ascomycota ITS 
11219 Aspergillus conicus Ascomycota ITS 
11220 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11221 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11222 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11223 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11224 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11225 Aspergillus restrictus Ascomycota ITS 
Kriokonitna 
kotanja (2016) 
11447 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11448 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11449 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11450 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11451 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11234 Articulospora sp. Ascomycota ITS 
11235 Articulospora sp. Ascomycota ITS  
11236 Aspergillus restrictus Ascomycota ITS 
11237 Penicillium aff. bialowiezense Ascomycota ITS 
11238 Aspergillus restrictus Ascomycota ITS  
11239 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11240 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
Supraglacialna 
voda (2016) 
11226 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11227 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11228 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11229 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
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Vzorec Oznaka 
seva EXF- 
Vrsta Deblo DNA regija za 
identifikacijo 
Supraglacialna 
voda (2016) 
11230 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11231 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
11232 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS  
11233 Penicillium aff. bialowiezense  Ascomycota ITS 
Sneg (2017) 
12442 Thelebolus globosus Ascomycota ITS 
13099 Thelebolus globosus Ascomycota ITS  
12443 Penicillium chrysogenum Ascomycota ITS 
12525 Tilletiopsis washingtonensis Basidiomycota D1/D2 28S 
12444 Neocucurbitaria sp. Ascomycota ITS  
12445 Preussia sp. Ascomycota ITS 
12446 Neocucurbitaria sp. Ascomycota ITS 
12447 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS  
12448 Preussia sp. Ascomycota ITS 
12546 Dothideomycetes sp. Ascomycota ITS 
12449 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS  
12450 Neidentificirana Ascomycota Ascomycota ITS 
12451 Preussia sp. Ascomycota ITS 
12737 Comoclathris sp.  Ascomycota ITS  
12738 Thelebolus globosus Ascomycota ITS 
12739 Neocucurbitaria sp. Ascomycota ITS 
12441 Penicillium fusisporum Ascomycota ITS  
12875 Comoclathris sp. Ascomycota ITS 
12605 Coniochaeta rosae Ascomycota ITS 
12721 Comoclatris sp. Ascomycota ITS  
12722 Preussia sp. Ascomycota ITS 
13100 Neocucurbitaria sp. Ascomycota ITS 
12876 Neidentificirana Ascomycota Ascomycota ITS  
12432 Aureobasidium pullulans Ascomycota D1/D2 28S 
12437 Venturia sp. Ascomycota ITS 
12436 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS  
12438 Penicillium fusisporum Ascomycota ITS 
12439 Penicillium sp. Ascomycota ITS 
12440 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS  
12433 Vishniacozyma victoriae Basidiomycota D1/D2 28S 
12434 Vishniacozyma carnescens Basidiomycota D1/D2 28S 
12435 Cystofilobasidium capitatum Basidiomycota ITS  
12727 Vishniacozyma victoriae Basidiomycota D1/D2 28S 
12880 Neocucurbitaria sp. Ascomycota ITS 
12877 Neocucurbitaria sp. Ascomycota ITS  
12723 Comoclathris sp. Ascomycota ITS 
12724 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS 
13131 Dothiora sp. Ascomycota D1/D2 28S, ITS 
12878 Neocucurbitaria sp. Ascomycota ITS 
12725 Mrakia sp. Basidiomycota ITS 
12726 Cystofilobasidium capitatum Basidiomycota ITS  
12869 Cystofilobasidium capitatum Basidiomycota ITS 
12879 Sydowya polyspora Ascomycota ITS 
12873 Hyalodendriella betulae Ascomycota ITS  
12874 Penicillium crustosum Ascomycota ITS 
Temni led 
(2017) 
12421 Epicoccum sp. Ascomycota ITS 
12418 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS  
12400 Dothiora sp. Ascomycota ITS 
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Vzorec Oznaka 
seva EXF- 
Vrsta Deblo DNA regija za 
identifikacijo 
Temni led 
(2017) 
12518 Mrakia sp. Basidiomycota ITS 
12741 Venturia sp. Ascomycota ITS  
12742 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS 
12547 Claussenomyces sp. Ascomycota ITS 
12409 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS  
12516 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota ITS 
12599 Venturia sp. Ascomycota ITS 
12600 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS  
12410 Comochlathris sp. Ascomycota ITS 
12411 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS 
12412 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS  
12740 Bjerkandera adusta Basidiomycota D1/D2 28S, ITS 
12406 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12601 Claussenomyces sp. Ascomycota ITS  
12407 Vishniacozyma victoriae Basidiomycota D1/D2 28S 
12604 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota D1/D2 28S, ITS 
12423 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS  
12603 Claussenomyces sp. Ascomycota ITS 
12424 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS 
12425 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS  
12517 Phenoliferia glacialis Basidiomycota ITS 
12426 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS 
12408 Phenoliferia glacialis Basidiomycota ITS  
12884 Comoclathris lini Ascomycota ITS 
12427 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS 
12428 Penicillium bialowienzense Ascomycota ITS  
12429 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS 
12430 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS 
12431 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS  
12602 Claussenomyces sp. Ascomycota ITS 
12419 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota D1/D2 28S, ITS 
12420 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota ITS  
L-2129 
(kvasovka) 
Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12399 Basidiomycota sp. Basidiomycota ITS 
12549 Helotiales sp. Ascomycota ITS  
12548 Helotiales sp. Ascomycota ITS 
12401 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12413 Athelia sp. Basidiomycota ITS  
12862 Sporobolomyces ruberrimus Basidiomycota D1/D2 28S 
12414 Penicillium bialowienzense Ascomycota ITS 
12402 Tilletiopsis washinhtonensis Basidiomycota D1/D2 28S 
12415 Cladosporidium sp. Ascomycota ITS 
12416 Microdochium nivale Ascomycota ITS 
12417 Acrodontium luzuale Ascomycota ITS  
12404 Basidiomycota sp. Basidiomycota ITS 
12405 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
L-2133 
(kvasovka) 
Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12422 Penicillium bialowietense Ascomycota ITS 
13075 Oleoguttula mirabilis Ascomycota D1/D2 28S 
13076 Oleoguttula mirabilis Ascomycota D1/D2 28S 
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Vzorec Oznaka 
seva EXF- 
Vrsta Deblo DNA regija za 
identifikacijo 
Temni led 
(2017) 
12861 Basidiomycota sp. Basidiomycota D1/D2 28S 
13077 Oleoguttula mirabilis Ascomycota D1/D2 28S, ITS 
13078 Oleoguttula mirabilis Ascomycota D1/D2 28S, ITS 
13079 Oleoguttula mirabilis Ascomycota D1/D2 28S 
12863 Basidiomycota sp. Basidiomycota D1/D2 28S 
13080 Oleoguttula mirabilis Ascomycota D1/D2 28S 
12865 Basidiomycota sp. Basidiomycota D1/D2 28S 
12883 Aspergillus sp. Ascomycota ITS 
12707 Cadophora sp. Ascomycota ITS  
12706 Cladosporium sp. Ascomycota ITS 
12881 Cladosporium sp. Ascomycota ITS 
12709 Cladosporium sp. Ascomycota ITS  
12710 Cladosporium sp. Ascomycota ITS 
12708 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota D1/D2 28S, ITS 
12882 Cladosporium sp Ascomycota ITS  
13154 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota ITS 
12711 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12885 Venturia sp. Ascomycota ITS  
12728 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
Svetli led 
(2017) 
12718 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota ITS 
12398 Basidiomycota sp. Basidiomycota ITS  
12527 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
L-1234 
(kvasovka) 
Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12397 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
13083 Oleoguttula mirabilis Ascomycota D1/D2 28S 
12717 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
13086 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12712 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12713 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
13155 Baeospora myosura Basidiomycota ITS  
13156 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota ITS 
13081 Oleoguttula mirabilis Ascomycota D1/D2 28S 
12720 Penicillium solitum Ascomycota ITS  
13085 Oleoguttula mirabilis Ascomycota D1/D2 28S 
13084 Coleophoma sp. Ascomycota ITS 
12714 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
13082 Oleoguttula mirabilis Ascomycota D1/D2 28S 
12715 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12716 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
Kriokonitna 
kotanja (2017) 
12526 Vishniacozyma victoriae Basidiomycota D1/D2 28S 
12545 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota ITS 
12454 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota ITS  
12452 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota ITS 
12867 Mrakia sp. Basidiomycota D1/D2 28S 
12745 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12891 Articulospora sp. Ascomycota ITS 
12744 Articulospora sp. Ascomycota ITS 
12868 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12890 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota ITS 
12743 Preussia sp. Ascomycota ITS 
12886 Rhodotorula "svalbardensis" Basidiomycota ITS  
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Vzorec Oznaka 
seva EXF- 
Vrsta Deblo DNA regija za 
identifikacijo 
Kriokonitna 
kotanja (2017) 
12866 Dothiora sp. Ascomycota D1/D2 28S, ITS 
13095 Articulospora sp. Ascomycota ITS 
12887 Articulospora sp. Ascomycota ITS  
13096 Articulospora sp. Ascomycota ITS 
12746 Mrakia sp. Basidiomycota D1/D2 28S 
13097 Articulospora sp. Ascomycota ITS  
Supraglacialna 
voda (2017) 
12523 Phenoliferia glacialis Basidiomycota D1/D2 28S 
12521 Phenoliferia glacialis Basidiomycota D1/D2 28S 
12522 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12520 Phenoliferia sp. Basidiomycota D1/D2 28S 
12524 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12391 Phenoliferia glacialis Basidiomycota D1/D2 28S 
12392 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12393 Phenoliferia glacialis Basidiomycota D1/D2 28S 
12394 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12395 Basidiomycota sp. Basidiomycota ITS 
12519 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12389 Phenoliferia glacialis Basidiomycota D1/D2 28S 
12390 Phenoliferia glacialis Basidiomycota D1/D2 28S 
12685 Glaciozyma watsonii Basidiomycota D1/D2 28S 
12686 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12687 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12688 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12689 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12691 Phenoliferia glacialis Basidiomycota D1/D2 28S 
12692 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12693 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12894 Cladosporium sp. Ascomycota ITS 
12694 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12704 Helotiales sp. Ascomycota ITS  
12695 Basidiomycota sp. Basidiomycota D1/D2 28S 
12696 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12872 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12895 Cladosporium sp. Ascomycota ITS 
12697 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12698 Glaciozyma sp. nov. Basidiomycota D1/D2 28S 
12699 Mrakia sp. Basidiomycota D1/D2 28S 
12700 Mrakia sp. Basidiomycota D1/D2 28S 
12701 Mrakia sp. Basidiomycota D1/D2 28S 
12702 Mrakia sp. Basidiomycota D1/D2 28S 
12703 Phenoliferia glacialis Basidiomycota D1/D2 28S 
12705 Neidentificirana Ascomycota Ascomycota ITS  
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Priloga B: Seznam izoliranih sevov bakterij z različnih vzorcev na Grenlandiji, vzorčenih 
v letih 2016 in 2017, identificiranih na osnovi 16S rDNA in razvrščenih glede na tip 
vzorca ter DNA-regija s pomočjo katere so bili identificirani. 
Vzorec Oznaka seva 
EXB-L 
Vrsta Deblo 
Svetli led 
(2016) 
1918 Bacillus sp. Firmicutes 
1919 Bacillus sp. Firmicutes 
1920 Bacillus sp. Firmicutes 
1921 Bacillus sp. Firmicutes 
1923 Bacillus sp. Firmicutes 
1924 Bacillus sp. Firmicutes 
1922 Micrococcus lactis Actinobacteria 
1925 Bacillus sp. Firmicutes 
Razpršena 
kriokonitna 
kotanja (2016) 
1909 Arthrobacter sp. Actinobacteria 
1911 Arthrobacter sp. Actinobacteria 
1905 Bacillus sp. Firmicutes 
1910 Bacillus sp. Firmicutes 
1912 Bacillus sp. Firmicutes 
1904 Bacillus sp. Firmicutes 
1906 Bacillus sp. Firmicutes 
1907 Bacillus sp. Firmicutes 
1913 Bacillus sp. Firmicutes 
1914 Bacillus sp. Firmicutes 
1915 Bacillus sp. Firmicutes 
1916 Bacillus sp. Firmicutes 
1917 Bacillus sp. Firmicutes 
Kriokonitna 
kotanja (2016) 
1894 Rhodopseudomonas sp. Proteobacteria (razred α) 
1900 Sphingomonas sp. Proteobacteria (razred α) 
1901 Sphingomonas sp. Proteobacteria (razred α) 
1902 Sphingomonas sp. Proteobacteria (razred α) 
1895 Bacillus sp. Firmicutes 
1898 Cryobacterium psychrotolerans Actinobacteria 
1899 Cryobacterium psychrotolerans Actinobacteria 
1896 Bacillus sp. Firmicutes 
1897 Bacillus sp. Firmicutes 
Sneg (2019) 2264 Curtobacterium sp. Actinobacteria 
Temni led 
(2017) 
2130 Rugamonas rubra Proteobacteria (razred γ) 
2131 Sphingomonas glacialis Proteobacteria (razred α) 
2132 Neidentificirana 
Oxalobacteraceae 
Proteobacteria (razred β) 
2433 Curtobacterium sp. Actinobacteria 
EXF-124903 
(bakterija) 
Bacillus sp. Firmicutes 
2548 Frigoribacterium sp. Actinobacteria 
2549 Frigoribacterium sp. Actinobacteria 
Svetli led 
(2017) 
EXF-12396 
(bakterija) 
Bacillus sp. Firmicutes 
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Vzorec Oznaka seva 
EXB-L 
Vrsta Deblo 
Svetli led 
(2017) 
2135 Rugamonas rubra Proteobacteria (razred γ) 
2263 Cryobacterium sp. Actinobacteria 
2136 Cryobacterium sp. Actinobacteria 
2431 Cryobacterium sp. Actinobacteria 
2432 Neidentificirana 
Oxalobacteraceae 
Proteobacteria (razred β) 
2550 Frigoribacterium sp. Actinobacteria 
Kriokonitna 
kotanja (2017) 
2145 Pseudomonas sp. Proteobacteria (razred γ) 
2144 Pseudomonas sp. Proteobacteria (razred γ) 
2643 Pseudomonas sp. Proteobacteria (razred γ) 
2268 Pseudomonas sp. Proteobacteria (razred γ) 
2265 Pseudomonas sp. Proteobacteria (razred γ) 
2696 Pseudomonas sp. Proteobacteria (razred γ) 
2137 Pseudomonas sp. Proteobacteria (razred γ) 
2266 Janthinobacterium sp. Proteobacteria (razred β) 
2269 Undibacterium sp. Proteobacteria (razred β) 
2142 Pseudomonas sp. Proteobacteria (razred γ) 
2294 Janthinobacterium sp. Proteobacteria (razred β) 
2267 Undibacterium sp. Proteobacteria (razred β) 
2139 Rugamonas rubra Proteobacteria (razred γ) 
2140 Rugamonas rubra Proteobacteria (razred γ) 
2141 Rugamonas rubra Proteobacteria (razred γ) 
2138 Undibacterium sp. Proteobacteria (razred β) 
2146 Rugamonas rubra Proteobacteria (razred γ) 
2147 Undibacterium sp. Proteobacteria (razred β) 
2270 Neidentificirana 
Oxalobacteraceae 
Proteobacteria (razred β) 
2552 Sphingomonas sp. Proteobacteria (razred α) 
2143 Undibacterium sp. Proteobacteria (razred β) 
Supraglacialna 
voda (2017) 
2273 Sphingomonas sp. Proteobacteria (razred α) 
2272 Massilia sp. Proteobacteria (razred β) 
2275 Massilia sp. Proteobacteria (razred β) 
2276 Massilia sp. Proteobacteria (razred β) 
2274 Neidentificirana 
Oxalobacteraceae 
Proteobacteria (razred β) 
2429 Frigoribacterium sp. Actinobacteria 
2428 Neidentificirana 
Oxalobacteraceae 
Proteobacteria (razred β) 
2546 Neidentificirana 
Oxalobacteraceae 
Proteobacteria (razred β) 
2430 Frigoribacterium sp. Actinobacteria 
2547 Mesorhizobium sp. Proteobacteria (razred γ) 
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Priloga C: Mikroskopske karakteristike preučevanih izolatov, izoliranih z Grenlandije 
iz rodu Articulospora, pod svetlobnim mikroskopom. 
 
Priloga C1: Mikromorfologija seva Articulospora sp. nov.  EXF-12891 na neprelitem gojišču PDA, 
mikroskopski preparat. Oblike rasti glive na gojišču PDA s povečavo mikroskopa: 10-x A, 400-x B,      
1000-x C, D, E, F. Merilo: 50 µm (100-x), 20 µm (400-x), 5 µm (1000-x povečava mikroskopa). Legenda: 
puščice prikazujejo hife. 
 
 
Priloga C2: Mikromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-12569 na neprelitem gojišču PDA, 
mikroskopski preparat. Oblike rasti glive na gojišču PDA s povečavo mikroskopa: 400-x A, E 1000-x B, 
C, D, F. Merilo: 50 µm (100-x), 20 µm (400-x), 5 µm (1000-x povečava mikroskopa). Legenda: puščice 
prikazujejo hife. 
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Priloga C3: Mikromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-12367 na neprelitem gojišču PDA, 
mikroskopski preparat. Oblike rasti glive na gojišču PDA s povečavo mikroskopa: 200-x A, 400-x C, D, 
1000-x B, E, F. Merilo: 50 µm (100-x), 20 µm (400-x), 5 µm (1000-x povečava mikroskopa). Legenda: 
puščice prikazujejo hife. 
 
 
Priloga C4: Mikromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-13145 na neprelitem gojišču PDA, 
mikroskopski preparat. Oblike rasti glive na gojišču PDA s povečavo mikroskopa: 400-x A, 1000-x B, C, 
D, E. Merilo: 50 µm (100-x), 20 µm (400-x), 5 µm (1000-x povečava mikroskopa). Legenda: puščice 
prikazujejo hife. 
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Priloga C5: Mikromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-13150 na neprelitem gojišču PDA, 
mikroskopski preparat. Oblike rasti glive na gojišču PDA s povečavo mikroskopa: 400-x A, B, C, 1000-x 
D, E, F. Merilo: 50 µm (100-x), 20 µm (400-x), 5 µm (1000-x povečava mikroskopa). Legenda: puščice 
prikazujejo hife. 
 
 
Priloga C6: Mikromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-12240 na neprelitem gojišču PDA, 
mikroskopski preparat. Oblike rasti glive na gojišču PDA s povečavo mikroskopa: 200-x A, 400-x C,   
1000-x B, D, E, F. Merilo: 50 µm (100-x), 20 µm (400-x), 5 µm (1000-x povečava mikroskopa). Legenda: 
puščice prikazujejo hife. 
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Priloga C7: Mikromorfologija seva Articulospora sp. nov. EXF-11234 na neprelitem gojišču PDA, 
mikroskopski preparat. Oblike rasti glive na gojišču PDA s povečavo mikroskopa: 400-x A, C, D, 1000-x 
B, E, F. Merilo: 50 µm (100-x), 20 µm (400-x), 5 µm (1000-x povečava mikroskopa). Legenda: puščice 
prikazujejo hife. 
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Priloga D: Mikroskopske karakteristike preučevanih izolatov, izoliranih z Grenlandije, 
iz rodu Psychrophila, pod svetlobnim mikroskopom. 
 
Priloga D1: Mikromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-13094 na gojišču PDA, mikroskopski 
preparat. Hife (A), konidiofori in konidiogene celice (B, D), konidiji (C, F). Povečave:400-x A, 1000-x B–
F. Merilo: 20 µm (A), 5 µm (B–F).  
 
Priloga D2: Mikromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-12238 na gojišču PDA, mikroskopski 
preparat. Hife (A, D), konidiofori in konidiogene celice (F, G), konidiji (H, I). Povečave: 1000-x A–I. 
Merilo: 5 µm (A–I). 
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Priloga D3: Mikromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-12237 na gojišču PDA, mikroskopski 
preparat. Konidiofori in konidiogene celice (D, C), konidiji (E, F). Povečave:400-x A, 1000-x B–F. Merilo: 
20 µm (A), 5 µm (B–F). 
 
Priloga D4: Mikromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-12549 na gojišču PDA, mikroskopski 
preparat. Hife (C, D), konidiofori in konidiogene celice (E, F, G), konidiji (H, I). Povečave:400-x A, B, 
1000-x C–I. Merilo: 20 µm (A, B), 5 µm (C–I). 
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Priloga D5: Mikromorfologija seva Psychrophila sp. nov. EXF-12704 na gojišču PDA, mikroskopski 
preparat. Hife (A, E), konidiofori in konidiogene celice (C, D, G), konidiji (F, H). Povečave:1000-x S–H. 
Merilo: 5 µm (A–H). 
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Priloga E: Rezultati gojenja izolatov rodu Articulospora na gojiščih za določanje 
sposobnosti rasti pri različnih koncentracijah soli NaCl. 
Oznaka 
EXF/ 
Gojišče 
ME ME+ 
NaCl 
2M 
ME+ 
NaCl 
2,5M 
ME+ 
NaCl 
3M 
ME+ 
NaCl 
3,5M 
ME+ 
NaCl 
4M 
ME+ 
NaCl 
5M 
13072 + - - - - - - 
12891 + - - - - - - 
12569 + - - - - - - 
12367 + - - - - - - 
13145 + - - - - - - 
13150 + - - - - - - 
12240 + - - - - - - 
11234 + - - - - - - 
13790 + - - - - - - 
13792 + - - - - - - 
13793 + - - - - - - 
 
Priloga F: Rezultati gojenja izolatov rodu Articulospora na gojiščih za določanje 
sposobnosti rasti pri različnih koncentracijah soli MgSO4. 
Oznaka 
EXF/ 
Gojišče 
ME ME+ 
MgSO4 
2M 
ME+ 
MgSO4 
2,5M 
ME+ 
MgSO4 
3M 
13072 + - - - 
12891 + - - - 
12569 + - - - 
12367 + - - - 
13145 + - - - 
13150 + - - - 
12240 + - - - 
11234 + - - - 
13790 + - - - 
13792 + - - - 
13793 + - - - 
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Priloga G: Rezultati gojenja izolatov rodu Psychrophila na gojiščih za določanje 
sposobnosti rasti pri različnih koncentracijah soli NaCl. 
Oznaka 
EXF/ 
Gojišče 
ME ME+ 
NaCl 
2M 
ME+ 
NaCl 
2,5M 
ME+ 
NaCl 
3M 
ME+ 
NaCl 
3,5M 
ME+ 
NaCl 
4M 
ME+ 
NaCl 
5M 
13094 + - - - - - - 
12896 + - - - - - - 
12238 + - - - - - - 
12237 + - - - - - - 
12549 + - - - - - - 
12704 + - - - - - - 
 
Priloga H: Rezultati gojenja izolatov rodu Psychrophila na gojiščih za določanje 
sposobnosti rasti pri različnih koncentracijah soli MgSO4. 
Oznaka 
EXF/ 
Gojišče 
ME ME+ 
MgSO4 
2M 
ME+ 
MgSO4 
2,5M 
ME+ 
MgSO4 
3M 
13094 + - - - 
12896 + - - - 
12238 + - - - 
12237 + - - - 
12549 + - - - 
12704 + - - - 
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Priloga I: Filogenetsko drevo rodu Psychrophila na osnovi poravnave nukleotidnega 
zaporedja regije ITS rDNA, izrisano v programu MEGA6 z metodo največje verjetnosti, 
z modelom Jukes-Cantor z gama porazdelitvijo in 500-kratnimi ponovitvami testa 
bootstrap. Zunanja skupina je tipski sev Colephoma paracylindrospora CBS 109074. 
Nukleotidna zaporedja tipskih sevov so označena s »T«. Identifikacije v analizi 
uporabljenih primerjanih nukleotidnih zaporedij izhajajo iz baze podatkov NCBI. 
Legenda: podčrtani izolati so uvrščeni v druge vrste in rodove. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Majger P. Identifikacija … gliv iz rodov Psychrophila in Articulospora, … z grenlandske črne ledene ploskve.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
 
Priloga J: Filogenetsko drevo rodu Psychrophila na osnovi poravnave nukleotidnega 
zaporedja podenot D1/D2 28S rDNA, izrisano v programu MEGA6 z metodo največje 
verjetnosti, s Kimura 2-parametričnim modelom in 500-kratnimi ponovitvami testa 
bootstrap. Zunanja skupina je tipski sev Colephoma paracylindrospora CBS 109074. 
Nukleotidna zaporedja tipskih sevov so označena s »T«. Identifikacije v analizi 
uporabljenih primerjanih nukleotidnih zaporedij izhajajo iz baze podatkov NCBI. 
Legenda: podčrtani vrsti sta v literaturi identificirani drugače. 
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Priloga K: Filogenetsko drevo rodu Psychrophila na osnovi poravnave nukleotidnega 
zaporedja genov za elongacijski faktor 1-alfa, izrisano v programu MEGA6 z metodo 
največje verjetnosti, s Kimura 2-parametričnim modelom in 500-kratnimi ponovitvami 
testa bootstrap. Zunanja skupina je tipski sev Colephoma paracylindrospora CBS 
109074. Nukleotidna zaporedja tipskih sevov so označena s »T«. Identifikacije v analizi 
uporabljenih primerjanih nukleotidnih zaporedij izhajajo iz baze podatkov NCBI.  
 
 
Priloga L: Filogenetsko drevo rodu Psychrophila na osnovi poravnave nukleotidnega 
zaporedja genov za β-tubulin rDNA, izrisano v programu MEGA6 z metodo največje 
verjetnosti, s Kimura 2-parametričnim modelom z gama porazdelitvijo in 
nespremenljivimi mesti ter 500-kratnimi ponovitvami testa bootstrap. Zunanja skupina je 
tipski sev Colephoma paracylindrospora CBS 109074. Nukleotidna zaporedja tipskih 
sevov so označena s »T«. Identifikacije v analizi uporabljenih primerjanih nukleotidnih 
zaporedij izhajajo iz baze podatkov NCBI. 
 
